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Al Glavni energijski substrat mozganov je glukoza. Astrociti so npjbmjoste celice

glije centralnega zttnega sistema, ki pomembno sodelujejo pri presnovi glukoze.
Znotrajceltna oziroma citosolna koncentracija glukoze v astrocitih je posledica
ravnovesja med prenosom glukoze preko membrane in presnovo glukoze. S
fluorescewnimi tehnikami kot je tehnika FRET (angl. »fluorescence resonamesyy
transfer«-prenos energije z resonanco fluorescence, mikroskopsKkeatshatero se
meri znotrajcelino koncentracijo glukoze) je mozno natao dolciti znotrajceltno
koncentracijo glukoze v astrocitih. Pri naSem delu smo uporabili glukonoseazor
FLII12PGLU-7001A6 za merjenje sprememb citosolne koncentracije glukoze, ki smo
ga v astrocite vnesli s porEjo lipofekcije. Namen nasega dela je bil izmeriti razmerje
intenzitet dveh fluoresceénih proteinov (YFP/CFP) po dodatku raztopin z kamni
koncentracijami zunajce€le glukoze in s tem ugotoviti, kako se znotrajreli
koncentracija glukoze pri temperaturi 37 °C odziva na spremembe v elitrajc
koncentraciji glukoze. Namen je bil tudi ugotoviti vpliv temperature na od
noradrenalina odvisne spremembe v znotrajoelkoncentraciji glukoze. Ugotovili
smo, da pri viSji temperaturi znotrajcgla koncentracija glukoze doseze nizje
stacionarne koncentracije, kar je verjetno posledica pospeSene prebkrimze.gPri

37 °C noradrenalin sprozi glikogenolizo, ki je hitrejSa kot pri 24 °C, zatamave
znotrajceléne glukoze, ki pa se pri visji temperaturi tudi hitreje porablja.
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The main energy substrate of the brain is glucose. Astmeyte the most abundant
glial cells in the central nervous system, which are sigmfigainvolved in the
metabolism of glucose. Intracellular or cytosolic concentratigygiumfose in astrocytes
is dependent on a balance between the influx of glucose across shealelma and
glucose metabolism. With fluorescent technique FRET (fluoresceesenance
energy transfer, microscopy technique which measures intracelanaentraction of
glucose) it is possible to accurately determine the intrdaellconcentration of
glucose in astrocytes. In our work we used the glucose nanosdn$b?2H&GLU-
70uA6 for measuring changes in cytosolic glucose concentration, which wa
introduced into astrocytes by lipofection. The aim of our work was¢asure the
ratio of two fluorescent proteins (YFP/CFP) in order to determitieacellular
concentraction of glucose after the addition of the solutions with asicrg
concentrations of extracellular glucose. Our aim was alsotéordime the temperature
dependency of intracellular concentration of glucose and the effeciradrenaline
stimulation. We conclude that the ratio YFP/CFP increases witlreasing
concentration of extracellular glucose. We have found that at highgsetatures,
glucose concentration increase was lower, which is probably due faster
consumption of glucose in glycolysis. At the temperature of 37 °C reoraline
stimulates glycogenolysis, which is faster than at 24 °C antefdre enables
prominent rise in intracellular glucose, followed by glucose commetitn decay due
to glucose consumption in metabolic pathways.
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SLOVARCEK

ANLS  glukozno-laktatna pot iz astrocitov v nevroaad|. »Astrocyte-neuron-lactate
shuttle«)

ATP adenozin-5'-trifosfat, glavna energijska molekaag(. »adenosin tri phosphate«)
CAMP  cikli¢ni AMP

CaCl  kalcijev klorid

CCD angl.: »charge coupled device; integrirano vezje, svetlobni detekter ka

CFP modro-zeleni fluorescentni proteiangl. »cyan fluorescent protein«)

CGO, ogljikov dioksid

CZS centralni Ziini sistem

DMEM medij za gojenje astrocitov (angl.»Dulbecco's Modified Eagigdium«)

FBS fetusni serum goveda (angl. »fetal bovine serum«)

FLII12PGLU-7001A6 glukozni nanosenzor

FRET prenos energije z resonanco fluorescence (angl. »fluoresceonance  energy

transfer«)
[glc]e zunajcetina koncentracija glukoze
[glc]i znotrajcelina koncentracija glukoze

GLUT  glukozni prenaSalci, molekule, ki prenasajo glukozo (angl. »glucose trarmsgprte
H.0 voda
H,0, vodikov peroksid

HEPES N-2-hidroksietilpiperazin-N-2-etansulfonska kislina

Kd konstanta disociacije

KCI kalijev klorid

LDH encim laktatna dehidrogenaza, pretvarja piruvat v laktat

MCT monokarboksilatni prenasalci, prenasalci, ki prenasajo laktat (angl.

»monokarboksilate transporters«)

MgCl,  magnezijev klorid
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NA noradrenalin (angl. »noradrenaline, norepinephrine«)
NacCl natrijev klorid

NADH B-nikotinamid adenin dinukleotid (reducirana oblika)
NADPH adenin dinukleotid fosfat

NaHCG; natrijev bikarbonat

NaH,PO*H,0 natrijev dihidrogen fosfat monohidrat
NaOH  natrijev hidroksid

PLL poli-L-lizin (angl. »poly-L-lysine«)

ROI obmaje na sliki, ki ga analiziramo (angl. »Region of Interest«)
AR sprememba razmerja YFP/CFP

ARmax maksimalna sprememba razmerja YFP/CFP

S normalizirana sprememba razmeAR(, delez saturacije

TCA cikel trikarboksilne kisline ali Krebsov cikel

YFP rumeni fluorescentni protein (angl. »yellow fluorescent protein«)
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1 UvOD

Mozgani so predvsem zelo dinamn in energijsko potraten organ. Centralnivsistem
(CZS) sestoji iz nevronov in celic glije, ki obdajajo nevrone. Mditeglije se uvr&ajo
astrociti, oligodendrociti in mikroglija.

Astrociti so celice zvezdaste oblike, ki imajo Stevilne izras&eevilne raziskave so
pokazale, da imajo zaradi svoje lege v CZS pomembno vlogo pri energijskem metabolizmu
mozganov. Lezijo naméemed krvnimi kapilarami in terminalnimi kéi€i nevronov
(Prebil in sod., 2011), zato imajo pomembno vlogo pri dovajanju hrarihiaivcelicam

ter odstranjevanju izrabljenih metabolitov (Kreft in sod., 2012). Polgm $e odkrili tudi,

da se odzovejo na aktivnost &nh celic ter izl@ajo prenasSalce, ki vplivajo na sinajpii

prenos informacij (Kreft in sod., 2012).

Kljub temu, da Stevilne raziskave kazejo, da velike ckodi energije v mozganih
proizvedejo tudi metabolni substrati kot so laktat, glutamat in glikqgeabil in sod.,
2011; Brown in sod., 2001; Dienel in Cruz, 2006) pa je glukoza glavni substrat
energijskega metabolizma mozganov (Prebil in sod., 2011; Clarke in Sokoloff, 1999).

Z naprednimi fluoresc&nimi sondami je mogge meriti znotrajceino koncentracijo
glukoze, ki je odvisna od vnosa glukoze skozi prenasalce na plazmalemi in od fogdorilaci
FRET-prenos energije z resonanco fluorescence (angl. »fluoresmesw®ance energy
transfer«) je tehnika, ki s porjo nanosenzorjev meri spremembe v koncentraciji
citosolne glukoze v astrocitih. Kot nanosenzor glukoze se d¢lapte uporablja
FLII12PGLU-7001A6 (Kreft in sod., 2012). Za ugotavljanje citosolne koncentracije
glukoze se vzbudi fluorescenco CFP (angl. »cyan fluorescent preiteodrozeleni
fluorescekini protein, meri pa se fluorescenco CFP in YFP (angl. »yelloardlscent
protein«)-rumeni fluorescéni protein (Kreft in sod., 2012). Spremembe v
razmerjuYFP/CFP kaze na spremembe citosolne koncentracije glukoze.

Meritve citosolne koncentracije glukoze v astrocitih so pokazalee da fa odvisna od
zunajceléne koncentracije glukoze (Prebil in sod., 2011). ViSja kot je bila koramyatr
zunajceléne glukoze, viSja je bila koncentracija citosolne glukoze. Od zunajeeli
koncentracije glukoze pa je bila odvisna tudi hitrost sprememb konc@ntia@elici
(Prebil, 2011). Koncentracija citosolne glukoze je odvisna tudi od nevrotitanew;
katerih receptorji so na plazemski membrani astrocitov ter uraynavatabolizem.
Noradrenalin powa citosolno koncentracijo glukoze, kar je posledica aktivaecijim 13-
adrenerginih receptorjev, ki povzkigjo razgradnjo glikogena-glikogenolizo v astrocitih
(Prebil, 2011) ter tako sprostitev glukoze, ki je vezana v glikogenu.
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Predvidevamo, da na metabolizem glukoze vpliva tudi temperaturaaziskav pa je bilo
izvedenih na celicah pri sobni temperaturi (22-25 °C). John in sod. (2008psmegavo
rezultatov izvedli poskuse s a&io kulturo C2C12 tudi pri temperaturi 35 °C. Ugotovili
so, da se koncentracija citosolne glukoze pri visji temperaturicapweedtem ko stopnja
privzema in hitrost porabe glukoze ostaneta nespremenjena (John in sod., 2008).

To kaze, da porast glukoze ni povezan Zamgem privzema glukoze ali patanjem
hitrosti porabe glukoze, ampak je lahko posledica vzbujene glukoneogenez&dae
glikolize (John in sod., 2008).

1.1NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bil:

- Zuporabo FRET FLII12PGLU-70Q6 glukoznega nanosenzorja izmeriti razmerje
fluorescenc YFP/CFP, medtem ko bodo astrociti izpostavljeni dzgoasn
zunajcelénim koncentracijam glukoze.

- Ugotoviti, kako se citosolna koncentracija glukoze pri astrocitin pripeaaturi
37 °C odziva na spremembe v zunajoglikoncentraciji glukoze ter rezultate
primerjati z rezultati dobljenimi pri sobni temperaturi (22-25 °C).

- Ugotoviti kako je koncentracija citosolne glukoze pri temperaturi 37 °C odesna
stimulacije celic z noradrenalinom ter rezultate primegatezultati meritev pri
sobni temperaturi (22-25 °C).

1.2HIPOTEZE

1. Umeritveno krivuljo fluorescence glukoznega nanosenzorja FRET FLILRPG
700pA6 lahko uporabimo za preéman koncentracije glukoze iz razmerja
fluorescenc YFP/CFP.

2. Pri vigji temperaturi (37°C) se bo po dodatku raztopine z visoko zunajoeli
koncentracijo glukoze, koncentracija glukoze v citosolu spreminjala z @roga
dinamiko kot pri nizji temperaturi (22-25 °C).

3. Stimulacija astrocitov z noradrenalinom pri temperaturi 37° C pdvirdrejSo
spremembo znotrajcéhe koncentracije glukoze, kot stimulacija pri sobni
temperaturi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ASTROCITI

Astrociti so celice glije centralnega #nega sistema, ki so v nekaterih pagifo v
mozganih StevlinejSi kot nevroni. So podporne celice, ki se povezujejo zcéraai
mozganskimi elementi, kot so krvne Zile, Ranvierjevi zaZzetki¢maltelesa nevronov ter
sinapse (Bouzier-Sore in sod., 2002). Zapolnjujejo prazen prostor meddamné ter jih
povezujejo med seboj, zato so jih poimenovali nevroglija, kar tojonkot »mozgansko
lepilo« (Bouzier-Sore in sod., 2002), ustreznejSe téémge pa bi bilo »moZgansko
polnilo«. So v vseh regijah mozganov, glede na morfologijo in funkcijaledgo na
Stevilne podtipe (Brown in Ransom, 2007). V belini in sivini so prisabrozni in
protoplazemski astrociti, oboji vsebujejo glikogen (Brown in Ransom, 2007; ikosagd.,
2002; Wender in sod., 2000). Glede na funkcijo obstajajo %ki&sastrociti, ki izrazajo
visoko koncentracijo glutamatnih prenaSalcev in presledkovnih stikov terciistki
nimajo teh lastnosti (Brown in Ransom, 2007; Huang in Bergles, 2004; Baithisod.,
2003).

2.1.1 Vloge astrocitov

V centralnem Zzignem sistemu imajo astrociti pomembno vlogo v procesih, kot so
homeostaza glutamata, ionov in vode, obramba pred oksidativnim stresodiscskie
glikogena, tvorba brazgotin, obnova tkiv, prilagajanje sidapti aktivhosti preko
sprog€anja gliatransmiterjev ter tvorba in preoblikovanje sinaps (Volterrdeldolesi,
2005; Belanger in Magistretti, 2009; Belanger in sod., 2011). D&dga so bili astrociti
znani kot »mozgansko lepilo«, ki mozgane oskrbujejo s snovmi potrebnimézane
(Volterra in Meldolesi, 2005). Sele pred nekaj leti so ugotovili, deoeii uravnavajo
tvorbo sinaps in njihovo funkcijo, nevrogenezo ter mozganski Zilni tonus (xolie
Meldolesi, 2005). Mnoge raziskave kazejo, da so astrociti pomembni pri vadjde
ravnovesja ionov in mikro-homeostaze centralnegacngga sistema, predvsem
koncentracije kalija in uravnavanju pH (Peuchen in sod., 1996). Asthiac#Zajo
receptorje za nevrotransmitorje, kar omég&omunikacijo med astrociti in nevroni, zato
astrociti delujejo tudi na aktivnost nevronov (Peuchen in sod., 1996). Poleg neg®nov
astrociti povezujejo tudi s celicami endotelija Zil, zato so pobmémri prenosu hranil in
energijskem metabolizmu v centralnemchigm sistemu (Peuchen in sod., 1996). So del
pregrade med popolnoma razvitim centralniméimn sistemom in sistemskim pretokom,
zato so pomembni pri uravnavanju vstopa metabolnih substratov, metabolitov, taksinov
virusov v centralni zi¥mi sistem (Peuchen in sod., 1996).
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Astrociti pomembno sodelujejo pri metabolizmu nevronov in so pomembna komponenta
tako imenovane »tripartitne sinapse«, ki viljje tako presinapthe kot postsinapthe
procese v nevronih (Levin in sod., 2011).

Astrociti sprejmejo glutamat, ki ga sprostijo nevroni in ga upovabg lastni cetini
metabolizem, nastali glutamin pa ponovno uporabijo za metabolizem nevronon fie
sod., 2011). Sprejemajo tudi glukozo, jo presnovijo in sprostijo v obliki laldltpa jo
shranijo v obliki glikogena (Levin in sod., 2011). Nevroni lahko sprejmejo lgitto
monokarboksilatnih transporterjev in ga pretvorijo v piruvat, ki je potrebeskgidativen
nastanek ATP (Levin in sod., 2011). Laktat je udeleZend&inveegulatornih poti, ki
zaznavajo glukozo, zato lahko sprememba produkcije laktata v astraaEtidudi
prenaSalcev kot so noradrenalin, dopamin, serotonin, glutamati imek glukoze v
nevronih (Levin in sod., 2011). Najbolj pomembna funkcija nastanka laktat&oggha v
astrocitih je energijska rezerva za podporo nevronom med hipoglikelbeyon(in sod.,
2011). V astrocitih poteka tudi ¥i@a oksidacije ma®bnih kislin v mozganih (Levin in
sod., 2011). Astrociti producirajo tudi ketonska telesa, ki jih monokarbokgilianasalci
vnesejo v nevrone, kjer sluzijo kot nadomestni vir energije nevronov (Levin in sod., 2011).

2.2 METABOLIZEM MOZGANOV

Mozgani so véinoma oksidativni organ, ki potrebuje stalno oskrbo s hranili in velike
koli¢ine zalog energije (Occhipinti in sod., 2008eprav predstavljajo mozgani le 2 %
celotne telesne mastveka, je 20 % @in 25 % glukoze, ki nastanecloveSkem telesu
namenjeno delovanju mozganov (Belanger in sod., 2011). &a&wergije potrebujejo
mozgani za obnovo in vzdrzevanje ionskega gradienta, ki se porabljanalnsigrocese,
kot so postsinaptni in akcijski potenciali, kot tudi prevzem in ponovna uporaba
nevrotransmiterjev (Attwell in Laughlin, 2001; Alle in sod., 2009; Belanger in sod., 2011).

2.2.1 Centralni model metabolizma mozganov

Ta model predvideva, da je glukoza glavni energijski substrat odrastibganov
(Belanger in sod., 2011). Pod d&dmimi pogoji so mozgani sposobni uporabiti tudi druge
energijske substrate, ki se prenesejo po krvi, kot so ketonska telesaanwejem in
stradanjem (Nehlig, 2004, Magistretti, 2008, Belanger in sod., 2011) alkpsat med
obdobjem intenzivne fizne aktivnosti (Van Hall in sod., 2009, Belanger in sod., 2011).
Glukoza v mozganih se oksidira do €@ H,O (Clarke in Sokoloff, 1999; Belanger in
sod., 2011). Dokazali pa so, da zaradi ta#i metabolnih poti, po katerih se glukoza
presnavlja, vsaka posamezna celica ne oksidira glukoze danGH0O. Se pa metabolni
intermediati, kot so laktat, piruvat, glutamat in acetat, ki nasiangjlukoze, oksidirajo za
energijsko produkcijo (Zielke in sod., 2009, Belanger in sod., 2011).
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2.2.2 Glukozno-laktatna pot v mozganih

Poleg glukoze je glavni energijski substrat mozganov tudi laktat, kllgeqeedvsem pri
aktivaciji glutamatergininh nevronov (Occhipinti in sod., 2009). Tako je bil predlagan
glukozno-laktatni model iz astrocitov v nevrone oziroma ANLS (asiktrocyte-neuron-
lactate shuttle«). Po tem modelu vzbujene sinapse glutantai@rgievronov sprostijo
glutamat. Glutamat se prenese v astrocite s kotransportom Naderper se aktivira
Na+/K+ ¢rpalka, ki je odvisna od ATP (Bouzier-Sore in sod., 2002).

Pove&ane koncentracije glutamata aktivirajo anaerobno pot glikolize v @strdcatere
glavni produkt je laktat, ki se s poo monokarboksilatnih prenaSalcev MCT1 in MCT4
(Pellerin in sod., 2007) sprosti v zunaj¢erli prostor od koder ga prevzamejo nevroni s
poma:jo prenasalcev MCT2 (Bouzier-Sore in sod., 2002). Laktat se v nevronih pretvor
piruvat in tako uporabi kot energijski substrat (Occhipinti in sod., 2009gri?elin
Magistretti, 1994).

2.2.3 Model multiplih kompartmentov energijskega metabolizma mozganov

Glede na ta model, ki so ga predlagali Occhipinti in sod. (2009) jgighke metabolizem
astrocitov in nevronov povezan z glikolizo v citosolu ter ciklom trikarbo&sHtisline
(TCA cikel ali Krebsov cikel) in oksidativno fosforilacijo v mitohondr Model
predvideva, da je pri visoki aktivhosti mozganov stopnja prenosa glukoze iz zumagali
prostora (krvi) v astrocite 5-krat viSja kot stopnja prenosa glukoZenvizv nevrone
(Occhipinti in sod., 2009). Pri visoki aktivnosti nevronov se laktat, ki hastaaerobno v
astrocitih, prenese v zunajceali prostor od koder se prevzame v nevrone, kjer se oksidira
(Occhipinti in sod., 2009).

2.2.4 Metabolizem glukoze v mozZganih

V normalnih razmerah je stopnja privzema in porabe glukoze v mozganihatata
glukozna vsebnost v mozganskih tkivih dosega 30 % koncentracije glukoze v plazmi
(Zauner in sod., 2002). Glukoza vstopa v mozgane preko spécifiglukoznih
prenaSalcev GLUT (angl. »glucose transporters«) s pomaajSane difuzije (Prebil,
2011). Prenasalci GLUT omogmo prehod glukoze vzdolz koncentracijskega gradienta
(Prebil, 2011; Zhao in Keating, 2007). V moZzganih je prisoten prenasaldd 1; ki se
izraza v dveh izomernih oblikah. Izomer GLUT1 45 kDa se nahaja raciasiin korticih,

v okolici krvnih zil (Kreft in sod., 2012; Morgello in sod., 1995) ter na astrocitnih telesih in
izrastkih (Kreft in sod., 2012; Leino in sod., 1997). V astrocitih so radli glukozni
prenaSalec GLUT2 (Kreft in sod., 2012; Leloup in sod., 1994; Leino in sod., 1997;
Arluison in sod., 2004).
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lzomer GLUT1 55 kDa pa je na endotelijskih celicah, ki tvorijo krvragansko
pregrado (Kreft in sod., 2012). Glukoza lahko vstopi v nevrone transcelularno, preko
astrocitov oziroma izomera GLUT1 45 kDa ali pa neposredno preko GLUT]8, Kat
glukozni prenaSalec na nevronih (Kreft in sod., 2012; Maher in sod., 1994). Po vstopu
glukoze v celice, encim heksokinaza fosforilira glukozo do glukoza-6-&gsfatse nato
presnavlja po razinih metabolnih poteh (Belanger in sod., 2011).

Ena glavnih poti presnove glukoze v mozganih je glikoliza, ki vodi do naslakieda ali
pa oksidacije v mitohondrijih (Belanger in sod., 2011). Poleg glikolizep@taembni Se
pentoza fosfatna pot ter glikogeneza-v mozganih poteka samo vitdst(Belanger in
sod., 2011).

Kapilara

Astrocit

Oksidativna
Nevron cike fosforilacija

Slika 1: Metabolizem glukoze v mozganih(Pellerin in sod., 2007: 1252): Glukoza-glavni egijski
substrat odraslih mozganov in, ®e preneseta po krvi do parenhimskih celic. Voas vstopi glukoza s
pomaijo specifénih glukoznih prenaSalcev GLUTL1, v nevrone pa ghdkprenesejo GLUT3. Nekaj glukoze
se presnovi v ciklu trikarboksilne kisline v mitafdriju, preostala glukoza pa vstopi v anaerobno pot
glikolize in se presnovi do laktata. Laktat se snpgo monokarboksilatnih prenasalcev MCT1 in MCT4
sprosti v zunajcetni prostor (kri). Spro&eni laktat prevzamejo nevroni s potjm MCT2. Piruvat, ki
nastane iz glukoze in laktata se oksidira v mitahipm in sluzi kot vir energije za nevrone. &ea glukoze

se oksidira do CQin H,O.
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2.2.4.1 Glikoliza

Glukoza-6-fosfat se presnovi do dveh molekul piruvata, nastane pa tudinANIRDH.
Piruvat nato vstopi v mitohondrije, kjer se presnavlja v ciklu trikarbo&diisline (TCA-
cikel) ali pa v ciklu oksidativne fosforilacije, kjer ob porabj @astaneta ATP in GO
(Belanger in sod., 2011§e nastaja Vepiruvata, kot se ga porabi v TCA-ciklu, se piruvat
S pomd@jo encima laktatna dehidrogenaza (LDH) pretvori v laktat (Zaimsod., 2002),

ki se nato s ponigo monokarboksilatnih prenaSalcev (MCT-prenaSalci) sprosti v
zunajceléni prostor (Belanger in sod., 2011). Izkégk popolne oksidacije glukoze v
mitohondrijih je nastanek velikih kéin energije v obliki molekul ATP (30-34 ATP), v
primerjavi z glikolizo, kjer nastaneta 2 molekuli ATP (Belanger in sod., 2011).

2.2.4.2 Pentoza-fosfatna pot

Glukoza-6-fosfat se presnovi do substratov potrebnih za sintezo amimoteslido
NADPH (adenin dinukleotid fosfat), ki je potreben za sintezo lipidozaerazstrupljanje
vodikovega peroksida-4®, (Hertz in sod., 2007).

2.2.4.3 Glikogeneza

Iz glukoze nastane glikogen v procesu pri katerem sodeluje endiog@h sintaza in se
porablja ATP. Poteka le v astrocitih, saj se le tam nahajaggike mozganih kot tudi
encim glikogen sintaza (Hertz in sod., 2007).

2.3 METABOLIZEM ASTROCITOV

V astrocitih se glukoza presnavlja v procesu glikolize, po pentozadogati ter v
oksidativnem metabolizmu (Hertz in sod., 2007). Astrociti so edine celinezganih, ki
imajo encim glikogen sintazo, ki v procesu glikogeneze v katerermosablja ATP,
pretvori glukozo v glikogen (Hertz in sod., 2007). Stopnja glikogena je stallngo
mozgani v mirujéem stanju, takrat je stopnja glikogenolize (razgradnja glikogezéa
(Hertz in sod., 2007; Watanabe in Passoneau, 1973; Choi in sod., 2003). Glikagenoliz
pospesSi mozganska aktivnost (Hertz in sod., 2007; Swanson in sod., 1992; Crerzeilh D
2002).

2.3.1 Metabolizem glukoze v astrocitih

Astrociti izrazajo nizko stopnjo oksidativhega metabolizma v pjaae z nevroni
(Belanger in sod., 2011). Namesto tega prevzemajo glukozo in izreismko stopnjo
glikolize (Itoh in sod., 2003; Herero-Mendez in sod., 2009; Bittner in sod., 20ldhd&e
in sod., 2011).
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Velike kolicine glukoze, ki vstopijo v pot glikolize v astrocitih, se v zunagcelprostor
sprostijo v obliki laktata (Itoh in sod., 2003; Bouzier-Sore in sod., 2006; Lovaibd.,
2007; Pellerin in Magistretti, 1994; Serres in sod., 2005; Belangesoth, 2011).
Glikolitska aktivnost celic gojenih v kulturi je ®®oma anaerobna (Leo in sod.,
1993;Wiesinger in sod., 1997). Laktat, ki nastane iz presnovljene glukagiikagiena, je
glavni metabolni produkt astrocitov (Wiesinger in sod., 1997).

2.3.2 Metabolizem glikogena v astrocitih

V normalnih, odraslih mozZganih sesalcev je glikogen predvsem v d@striwfiesinger in
sod., 1997). Le majhne koine glikogena so nasli v nevronih, horoidnem pleksusu,
epitelnih celicah, celicah meninge, endotelnih celicah kapilar iciper(Wiesinger in
sod., 1997). Nastanek glikogenskih zrnc v astrocitih je podoben kot v drugihhcilica
tkivin. 1z primarne molekule glikogenina se sintetizira glikogenskmo z preko
proglikogena (Wiesinger in sod., 1997). Glikogen je predvsem pomemben kga zal
energije. Dvig citosolne glukoze povZrosintezo glikogena, medtem ko pomanjkanje
citosolne glukoze povzto razgradnjo glikogena (Wiesinger in sod., 1997). Astrociti
nimajo encima glukoza-6-fosfataza, ki sprosti prosto (nefosforilirgluipzo iz glikogena
(Brown in Ransom, 2007; Dringen in Hamprecht, 1993; Magistretti in $883). Imajo

pa encim laktatno dehidrogenazo, ki pretvori piruvat v laktat (Brown imséta, 2007).
Raziskave so pokazale, da se ob pomanjkanju glukoze, glikogen razgradiatim, lakse
sprosti v zunajcetni prostor, od koder ga prevzamejo nevroni. Laktat je tako glavni
produkt presnove glikogena v astrocitih (Brown in Ransom, 2007). Razgradnja ghkoge
je predvsem posledica zmanjSane koncentracije glukoze-6-fosfata.

Podobno tudi 2-deoksiglukoza-6-fosfat zavre glikogen fosforilazo-encim, grajap
glikogen (Wiesinger in sod., 1997). Z dodajanjem 2-deoksiglukoze astrosionavrli
glikogenolizo (Wiesinger in sod., 1997). Dodatek deoksiglukoze v medij zanjgoje
astrocitov posledno zviSa vsebnost glikogena v astrocitin (Wiesinger in sod., 1997).
Kolic¢ina glikogena v astrocitih se pagetudi po daljSi izpostavitvi celic nevrotransmiterju
noradrenalinu (Wiesinger in sod., 1997). Tanek je posledica cAMP in je odvisen od
sinteze proteinov (Sorg in Magistretti, 1992; Wiesinger in sod., 1997).
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Slika 2: Metabolizem glukoze in glikogena v astrotih (Kreft in sod., 2012: 189): Glukoza se lahko
presnavlja v procesu glikolize ali preko glikogeegh obvoda. Produkta obeh poti sta piruvat in takta

2.3.3 Vpliv nevrotransmiterja noradrenalina na metabolizem glukoze v astrocitih

Receptorji za raztne nevrotransmiterje so na plazmalemi astrocitov in uravnavajo
energijski metabolizem (Kreft in sod., 2012, Magistretti 1988). Noreddire v astrocitih
aktivira a- in B-adrenergne receptorje, ki sprozijo razgradnjo glikogena (Kreft in sod.,
2012; Subbarao in Hertz, 1990a, 1991; Pellerin in Magistretti, 1994; Fradin1996;
Gibbs in sod., 2008; Walls in sod., 2009; Obel in sod., 2012). 32- in 33-adtanergi
receptorji pospesijo prevzem glukoze v misjih astrocitih (Krefdd., 2012; Catus in sod.,
2011). Dodatek adrenalina ali noradrenalina pavdencentracijo citosolne glukoze od 0,3
do 0,5 mM z zé&etno stopnjo rasti 1,6 uM/s (Kreft in sod., 2012; Prebil in sod., 2011a).
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3-adrenergina stimulacija astrocitov spremeni citosolno koncentracijo glukoze thko,
spremeni raven citosolnega cAMP-ja (Kreft in sod., 2012; Pellarirsad., 1997).
Razgradnja glikogena po dodatku noradrenalina presega izrabo citodokuzeg v
astrocitih (Kreft in sod., 2012; Prebil in sod., 2011a).

2.3.4 Glukoneogeneza v astrocitih

V jetrih in ledvicah se lahko glukoza sintetizira tudi iz glukoneogeunbistsatov kot so
laktat in piruvat ter raztnih aminokislin kot so alanin, serin, treonin, aspartat in glutamat
(Wiesinger in sod., 1997). Pri tem procesu sodeluje sedem encimov zglikeh Stirje
encimi glukoneogeneze: piruvat karboksilaza (PC), fosfoenolpiruvat kagxzki
(PEPCK), frukotoza-1,6-bifosfataza (F1, 6Paza) in glukoza-6-fosfat@z@Paza,
Wiesinger in sod., 1997). Vse encime glukoneogeneze so nasli v @stddgsinger in
sod., 1997). Funkcija glukoneogeneze v astrocitih Se ni povsem raziskana. En&ayd f
naj bi bil hiter prehod med nastankom in porabo laktata, ki je potrebeaktzenost
sosednijih celic (Wiesinger in sod., 1997). Po sprostitvi velikintkolaktata iz sosednjih
celic, lahko astrociti prevzamejo Skodljivi laktat in ga uporabijsocesu glukoneogeneze
(Wiesinger in sod., 1997). Ta proces nhaj bi imel tri namene: prenos imokont
osmolarnosti zunajcelne tekd@ine ter reciklaza laktata, ki ga proizvedejo sosednje celice
(Wiesinger in sod., 1997).

2.4 FRET (ang. »fluorescence resonance energy transfer«)-pregrggeca resonanco
fluorescence

FRET je mikroskopska tehnika, s katero smo izmerili znotréoelikoncentracijo
glukoze. Pred desetimi leti je Wolf Frommer s sodelavci predgtavii FRET glukozni
nanosenzor (Barros in sod., 2013; Fehr in sod., 2003). I1zboljSana verzigetegaja je
postala dostopna v letu 2008 (Barros in sod., 2013; Takanaga in sod., 2008). Kasweje je ve
raziskovalnih skupin razvilo fluorescentne nanosenzorje sgreeifia ATP (Barros in sod.,
2013; Berg in sod., 2009; Imammura in sod., 2009) in NADH (Barros in sod., 2013; Hung
in sod., 2011; Zhao in sod., 2011) ter laktat (Barros in sod, 2013; San Maddod.in
2013). Osnova nanosenzorjev je bakterijski periplazemski protein (PBE)sésiavljen iz
dveh razlkic fluorescetnih proteinov, in sicer cian fluorescgrega proteina (CFP) ter
rumenega fluoresceénega proteina (YFP, John in sod., 2008). PBP je del velike druzine
proteinov; glukoza/galaktoza vezavni protein z veliko afiniteto veze glukairoma
galaktozo (John in sod., 2008).
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Glukozni nanosenzorji temeljijo na resotiaem prenosu energije med CFP in YFP zaradi
blizine teh proteinov ter tako zaznavajo konformacijske spremembh,goyzr@i vezava
sladkorja (Takanaga in sod., 2008). Domena, ki veZze glukozo se imenuje
glukoza/galaktoza vezavni proteischerichie coli (Takanaga in sod., 2008).

Prvi taki nanosenzorji med katerimi je tudi FLIPglu-600u so na glulamreagirali z
zmanjSanjem signala FRET (Kreft in sod., 2012; Takanaga in sod., 200&)ejKia
nanosenzorji, kot je FLI12PGL00pA6 so manj Sumni ter imajo izboljSano zaznavo
ravni glukozein vivo in sicer od 0,05 do 9,6 mM (Kreft in sod., 2012; Takanaga in sod.,
2008). Fosforilirani sladkorji nimajo vpliva na razmerje FRET (Knefsod., 2012; Fehr in
sod., 2003). Za meritve citosolne koncentracije glukoze [glc]i se vzlualeicenca CFP,
meri pa se fluorescenca CFP in YFP (Kreft in sod., 2012). RgMEP in CFP se izmeri

na dol@enih regijah v posnetkih celic (Kreft in sod., 2012). Celice, stimadira
zunajceléno raztopino, ki vsebuje visoko koncentracijo glukoze, so izrazale povisano
intenziteto fluorescence CFP in zmanjSano intenziteto YFP flcemes (Kreft in sod.,
2012). Visoko razmerje YFP/CFP kaze na gew® koncentracijo citosolne glukoze
(Kreft in sod., 2012).

Slika 3: Mehanizem FRET (Hou in sod., 2011: ) Glukoza/galaktoza vezavnitgroE. coli MgIB veze
glukozo ter tako povztd konformacijske spremembe, ki zblizajo YFP in CiRPs tem prenos resonare
energije med YFP in CFP. To pa se izrazi na zviSarsmerju intenzitet fluorescence YFP/CFP.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Uporabljene kemikalije

kemikalija proizvajalec
70% etanol Ecolab
Antibiotiki (penicilin in streptomicin) Sigma Aldrich
CaCk Sigma Aldrich
D-glukoza Sigma Aldrich
Dulbeccds Eaglés medium D5671 Sigma Aldrich
Fetusni serum goveda (FBS) Sigma Aldrich
Fugene 6 Promega
HEPES Sigma Aldrich
Imerzijsko olje na vodni osnovi Zeiss

KCI Sigma Aldrich
L-glutamin Sigma Aldrich
MgCl, Sigma Aldrich
NacCl Sigma Aldrich
NaH,PQ,*H,0O Sigma Aldrich
NaHCQ Sigma Aldrich
NaOH Sigma Aldrich
Na-piruvat Sigma Aldrich
Noradrenalin Sigma Aldrich
Pasta za krovnike Dow Corning
Plazmid FLII12PGLU-700p16 Addgene 17866
Poli-L-lizin Sigma Aldrich
Redestilirana voda UKC Ljubljana
3-escin Sigma Aldrich
Tripsin Sigma Aldrich
Ultroser G Biosepra
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3.1.2 Laboratorijska oprema

oprema (naprave, pripomocki) proizvajalec

Avtoklav Semlab

Avtomatske pipete Eppendorff
Baterijski pipetor BRAND

Brezprasna komora za delo s celicami | Heal Force

(laminarij)

CCD kamera ANDOR DV-2-CUBE
Fluorescetini mikroskop Zeiss /Axio, Observer 0.1
Hladilnik Gorenje

Inkubator New Brunswick Scientific
Magnetno mesSalo Tehtnica
Monokromator Polychrome V Till Photonics
Osmometer 030 Gonotech GmbH

pH meter Metler Toledo
Ratunalnik Dell

Seroloske pipete Sarstedt

Svetlobni mikroskop WPI

Tehtnica Metler Toledo
Vakumskadrpalka KOMVAK

Vorteks meSalo Tehtnica
Zamrzovalnik Gorenje

3.1.3 Drobni laboratorijski material in druge potrebséine

« Zlicke « spatule ¢ posodice za tehtanje e petrijevke ¢ gojilne posodjoglne epruvete
* igle « brizge e sterilni filtri « parafilm « teflonske maggme palke ¢ ¢asSe  vodoodporna
pisala « centrifugirke ¢ pincete  krovniki ¢ Skarje ¢ kontrolni avtoklavirni trak ¢ plastel

» mikroskopska kamrica * nastavki za avtomatske pipete * vata ¢ papirnate brisa

« lepilni trak < termometer e suSilec za lase e stiroporske posodice

3.1.4 Priprava bakterijskih plazmidov

Pri poskusih smo uporabljali plazmidno DNA (pDNA) FLII12PGLU-70@u
(Addgeneplasmid, 17866), ki kodira nanosenzor za vezavo glukoze. Plazmidne@®NA
namnozili in izolirali iz seva bakterijgescherichia coli sodelavci v laboratoriju.
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3.1.5 Mediji

HRANILNI MEDIJ ZA ASTROCITE

Medij smo pripravili iz DMEM (angl. »Dulbecés Modified Eaglés Medium), Ki
vsebuje 4500 mg/l glukoze, ki smo mu dodali 10 ml 10% FBS (anglal»Bewine
Serum«), 1 ml 2 mM L-glutamina, 1 ml 1 mM Na-piruvata ter 5&@Img/l meSanice
antibiotikov penicilin/streptomicin.

LIPOFEKCIJSKI MEDIJ ZA ASTROCITE

Medij smo pripravili iz DMEM (angl. »Dulbecés Modified Eaglés Medium), Ki
vsebuje 4500 mg/l glukoze, ki smo mu dodali 1 ml 2 mM L-glutamina tet 1 mM Na-
piruvata.

3.1.6 Raztopine

0 mM glukozo smo pripravili iz izénane kokine 136, 8 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,8 mM
CaCb, 2 mM MgCk, 10 mM HEPES, 0,5 mM NalRQ,*H,0, 5 mM NaHCQ ter 0 mM
D-glukoze. 10 mM glukozo smo pripravili iz iz@nane kokiine 131 mM NacCl, 5 mM
KCI, 1,8 mM CaC{, 2 mM MgCh, 10 mM HEPES, 0,5 mM N&aRQO,*H,O, 5 mM
NaHCGQ ter 10 mM D-glukoze.

0,5; 1, 2,5; 5; 7,5 mM glukozo smo pripravili tako, da smo zmeSakiurnemo kolkino
pripravliene 0 mM ter 10 mM glukoze. 3 mM glukozo smo pripravili izradunane
kolicine 135,3 mM NaCl, 5 mM KClI, 1, 8 mM CaCRk mM MgCh, 10 mM HEPES, 0,5
mM NaH,PO,*H,0, 5 mM NaHCQ ter 3 mM D-glukoze.

3.1.7 Dodatne kemikalije

Noradrenalin
Pripravili smo 200 uM noradrenalin, ki smo ga raztopili v 3 mM glukozi.

[3-escin
Pripravili smo 50 pM [3-escin, ki smo ga raztopili v 2,5 mM glukozi.
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3.1.8 Celéni material

* mozganske celice astrociti izolirani iz podgaRat{us sp.)

Uporabljali smo kulture astrocitov, ki so pod mikroskopom lepo svetile oziimraaale
plazmid in pri katerih v celicah nismo zaznali velikih skupkov. Cediaéile izolirane iz
mozganske skorje (korteks) 2 dni starih podganjih samic soja Wistéacijo so opravili
sodelavci v laboratoriju. Ravnali so v skladu s Pravilnikom o pogojihzrajanje
poskusov na Zivalih (Uradni list RS, 5t. 88/06) ter Zakonom &tza&ali (Uradni list RS,

St. 43/07). Poskusi so bili izvedeni na podlagi veljavnega dovoljenja kaggsa zivalih

Vv znanstveno raziskovalne namene, ki ga je izdalo Ministrstvo zajgiwetigozdarstvo in
prehrano, Veterinarska uprava Republike Slovenije St. 3440-29/2006 in Pr@glasit
znanstveno-raziskovalnega dela na izoliranih organih, tkivih in truplih predhodno
usmgenih Zivali v Laboratoriju za nevroendokrinologtoolekularna cetina fiziologija
InStitut za patofiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljéatum 22. 4. 2009,
St. priglasitve 34401-29/2009/2). Izolacija celic je potekala po uveljavjepestopku
(Schwartz in Wilson, 1992).

Celice so bile gojene v mediju z visoko koncentracijo glukoze-DMEMulseccds
Modified Eaglés medium«), ki vsebuje 10 %BS, 1 mM piruvat, 2 mM glutamin in 25
pa/ml penicilin/streptomicin. Gojili smo jih v inkubatorju pri:

* relativni zr&ni vlaznosti: 95 %
e vsebnostiC@ 5%
* temperaturi: 36,5 °C

Celice smo tripsinizirali z meSanico tripsin-EDTA (etilemmin tetraacetatna kislina) in
nasadili na krovnike premera 22 mm préelee s poli-L-lizinom (PLL) ter jih gojili v
inkubatorju pri:

» temperaturi: 36,5 °C
¢ relativni zr&ni vlaznosti: 95 %
* vsebnostiC@ 5 %
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3.2 METODE

3.2.1 Razmere okolja

» V asepténi brezprasni komori (laminariju): Delo s celicami je dt&j zato smo
vedno delali v brezprasni sterilni komori. Delovno povrSino in material smo
razkuzili s 70 % etanolom, nosili smo Z#&se rokavice, ki smo jih med delom
veckrat sprali s 70 % etanolom. Material, ki je bil v stiku z antikipserumi in
celicami smo zavrgli v vie za avtoklaviranje, ves drugi material pa véerea
laboratorijski material.

* 'V laboratoriju: Raztopine raziih koncentracij glukoze smo pripravljali na pultih
v laboratoriju na InStitutu za patolosko fiziologijo v Ljubljani, kjer delasterilno.
Kljub temu smo nosili z&itne rokavice in poskrbeli, da smo pred in po darem
delu aistili in razkuzili delovno povrsino s 70 % etanolom.

3.2.2 Priprava medijev

3.2.2.1 Priprava hranilnega in lipofekcijskega medija za astrocite

V ¢aSo smo odpipetirali osnovne sestavine hranilnega medija in s pipeto detmesali.
V dve gojilni posodici smo s ponj brizge in sterilnega filtra prefiltrirali po 100 ml
medija. Medij smo do nadaljnje uporabe shranili v hladilniku (4-6 °C). Nk ea@ smo
pripravili tudi lipofekcijski medij.

3.2.3 Priprava raztopin

V veliko ¢aso smo natoli 2500 ml deionizirane vode ter vanjo polozili magnet za
meSanje. V deionizirani vodi smo ob meSanju na magnetnem mesSalu rdabopili
osnovne sestavine. Umerili smo pH vrednost raztopine z dodajanjem NigDreizna pH
vrednost je bila med 7,2-7,4. Ko so se sestavine raztopile v vodi, smarilizSe
osmolarnost z osmometrom, tako da smo v 50 ul centrifugirko odpip&0rali raztopine
ter odtitali vrednost na osmometru. Ustrezna osmolarnost je bila med 295-305 osmolov.

3.2.4 1zolacija pDNA

pDNA smo od dobavitelja dobili v bakterijah Dt%laboratorijski sev E. coli). Bakterije
DH5a smo nacepili v medij LB, ki smo mu dodali antibiotik ampicilin s&esalicez n@
pri 37 °C.
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Plazmidno DNA smo iz bakterij izolirali s komercialno dostopno adet (Pure field
Plasmid Midiprep system). Izolirano DNA smo shranili v 4@0deionizirane vode.
Koncentracijo incistost DNA smo doldili s spektrofotometrom (Ultrospec 3100 pro,
Amersham Bioscience, Svedska) in pripravek shranili pri -20 °C.

3.2.5 Priprava krovnikov

Pripravili smo okrogle krovnike s premerom 22 mm na katere smo pozrsgdilnaelice
astrocite. Zeljeno Stevilo krovnikov smo vzeli iz Skatlice in jih rgjma 15 minut
namaili v petrijevkah z 70 % etanolom. Nato je sledilo 3-kratno izpirangetijevkah z
redestilirano vodo. Izprane krovnike smo nato za 15 minut siimetrijevkah, v katere
smo predhodno dodali 5 ml redestilirane vode in 50 pl poli-L-lizina.

Sledilo je ponovno 3-kratno izpiranje z redestilirano vodo. Krovnike smo po zadnjem
izpiranju susili 2-3h prislonjene na manjSe petrijevke. Ko so se kroesiksili smo jih
zaprli v petrijevke in jih shranili v hladilniku (4-6 °C).

3.2.6 Priprava celtnega materiala

Kulture podganijih astrocitov so bile pripravljene po Ze opisanem postopkozganske
skorje 2 dni starih podgan. Razrasle kulture celic so stres&b p@i na 225 rpm, medij

so zamenjali naslednje jutro. Proces so 3-krat ponovili. Po tretj@sasju so celice
tripsinizirali in jih shranili v gojilne epruvete z rastno povrSinoctf?. Ko so se celice
ponovno razrasle smo jih lahko nasadili na pripravljene okrogle krovnikenseppm 22

mm previ€éene s poli-L-lizinom. Po enem dnevu so bile celice transfecirane s
transfekcijskim reagentom Fugene 6.
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Nasaditev celic

Pred zaetkom dela smo segreli hranilni medij ter krovnike, odtalili sraptapino s
tripsinom. Celice smo najprej sprali z 2-3 ml Dulbéscdodified Eaglés medium
D5671, tekdino smo odstranili in dodali 2 ml meSanice tripsin-EDTA ter gojiepruveto
s celicami za 5 minut polozili v inkubator, da se celice odlepijo odaged Nato smo
tekatino razdelili v 2 centrifugirki, ki smo ju centrifugirali 5 minut 1©90 obratov. Po
koncani centrifugi smo odpipetirali tripsin, usedlina na dnu so bileceelV vsako
centrifugirko smo dodali po 300 ul hranilnega medija. Eel@v vsaki centrifugirki smo
5-6-krat potegnili skozi brizgo debeline 0,6 mm, zato, da smo cedgmgspendirali. Na
vsak krovnik smo z avtomatsko pipeto razmazali po 50 ul medija auceliKrovnike s
celicami smo za 30 minut polozili v inkubator, da so se celice prilepile na krovnike.

Po temc¢asu smo na vsak krovnik dodali Se 2 ml hranilnega medija. Krovnikecarmeli
smo do nadaljnje uporabe shranili v inkubatorju.

Transfekcija-vnos pDNA v sesalske celice

Dan po nasaditvi smo v celice vnesli pDNA s kationskim transfekmjsigdgagentom
Fugene 6 z metodo lipofekcije. Prectetkom smo segreli lipofekcijski medij ter odtalili
plazmid. V centrifugirki smo zmesali lipofekcijski medij in trésiscijski reagent Fugene
6. Za vsak krovnik smo vzeli po 100 pl lipofekcijskega medija ter po 3agkrda Fugene
6. Centrifugirko smo pustili stati 5 minut na sobni temperaturi. k&ad smo izréunali
kolikSen volumen plazmida FLII12PGLU-7088 dolaiene koncentracije potrebujemo za
izbrano Stevilo krovnikov. Nato smo v meSanico lipofekcijskega medijagertai6 dodali
izracunano koléino plazmida, premesSali s pipeto ter pustili stati 15 minut na sobni
temperaturi, da so se tvorili kompleksi med DNA in reagentome d&asu smo vse
krovnike izprali z 2-3 ml lipofekcijskega medija. Na vsak krovnik smo slape 100 pl
transfekcijske meSanice ter po 900 pl lipofekcijskega medija. Po B am@ na vsak
krovnik dodali Se po 30 ul seruma Ultroser G. Dan po transfekciji smuraadis
transfekcijsko meSanico in celicam dodali po 2 ml hranilnega medija.
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3.2.7 Celice v poskusu

3.2.7.1 Fluorescentna mikroskopija

Dva dni po transfekciji smo zajemali slike fluorescentno &enin celic. Uporabili smo
fluorescentni mikroskop Zeiss Axio Observer (Zeiss, Oberkochen, ciNgmki je
opremljen s CCD kamero (angl.: »Charge coupled device«, integrirazje, svetlobni
detektor kamer) in monokromatorjem Polychrome V (Till Photonics, fElfamy,
Nemtija) za monokromatski vir svetlobe z valovno dolzino 436/10 nm. Razmerje intenzitet
emisijske svetlobe YFP/CFP smo posneli s pgjmdveh emisijskih filtrov (480/30 nm-
modrozelenim in 535/40 nm-rumenim) ter delilcem slike (Opticaigims, Tucson,
Arizona, ZDA). Zajemanije slike je potekalo v kasovnih intervalih pri sobni temperaturi
(22-25 °C) ter pri temperaturi 37 °C. Uporabili smo vodni imerzijski ldbjeC-
Apochromat 63x (Zeiss, Oberkochen, Nga). V vsakem poskusu je bila posneta 1
celica. Celice so bile pritrjene na krovnike v mikroskopski kamri@dproskusom smo
celicam dodali 300 pl zunajceétie raztopine (2,5 mM glukoze).

3.2.7.2 Meritve z raztnimi koncentracijami glukoze

Dva dni po transfekciji smo izvedli poskus z réazimi koncentracijami glukoze. Za
dovajanje tek&in smo uporabili metodo perfuzije (slika 4) katere osnova je supefuzij
sistem VC-8 (Warner Instruments, Hamden, Connecticut, ZDA) V ikilebrizg smo
nalili raztopine in jih preko cevk dovajali celicam. Za doseganje enekwega pretoka
smo raztopine iz 7 brizg speljali v skupno izvodilo in potem v poskusno kamrico (slika 4)

Hitrost superfuzije raztopin je bila 11-14 ml/min. Celicam smmoénjavali zunajceine
raztopine nara®joce koncentracije glukoze (0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM in
10 mM) z zunajcelino raztopino brez glukoze (0 mM glukoza). Vsako zunajeeli
raztopino raztine koncentracije glukoze smo izmenjavali 3 minute.
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Brizge 7 raztopinami

t ¢+ ¢ ¢¢4 4 Ventl brizg

Elektricni regulator

Monokromator 53540 nm
Polvchrome V

= N

\ - —

CCD kamera Ratunalnitica oprema

Slika 4: Superfuzijski sistem (prirejeno po Hou in sod., 2011): Krovnik z asttbge bil pritrjen na
mikroskopsko kamrico. Na enem koncu kamrice-A je kEvodilo 7 velikih brizg, v katerih so bile razhe
koncentracije zunajcele glukoze (0 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2,5 mM; 5 mM; 7,%hin 10 mM glukoza), , ki
je celicam dovajal raztopine. Na drugem koncu keesB je bila pritrjena steklena cevka, ki je s pgjoo
¢rpalke odvajala raztopine. Slike fluorescentno ¢enih celic smo zajemali s pokjo fluorescentnega
mikroskopa, ki je opremljen s CCD kamero in monokatorjem Polychrome V za monokromatski vir
svetlobe z valovno dolZino 436/10 nm.
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Izracunali smo razmerje (R) med emisijama YFP in CFP z odsketoeScenco ozadja.
Visoka vrednost R je pomenila, da je glukoza vezana na glukozni nanosenzor
FLII12PGLU-700A6 in da je priSlo do prenosa energije svetlobe med akceptorjem in
donorjem.

Spremembe v razmerju RAR) smo s pomgo titracijske krivulje preréaunali v
znotrajceléno koncentracijo glukoze. Naje spremembo razmerjaARma) pri
saturacijski zunajcelni koncentraciji glukoze smo daliti s prileganjem krivulje na
podatke za\R v odvisnosti od zunajcéhe koncentracije glukoze z naslednjodita

AR = [glc]ex (ARmax)/ (K4 + [glC]e) .- (1)

kjer je [glck zunajceléna koncentracija glukoze (Fehr in sod., 2004; Kreft in sod., 2013) in
Kq disociacijska konstanta.

Rezultate sprememb razmerij smo nato normalizirali 2lEma

S = AR/AR nax .. (2)

kjer je Snormalizirana sprememba razmeiR oziroma deleZ saturacije

Nato smo izréunali citosolno koncentracijo glukoze [glck uporabo normalizirane
spremembe razmerij:

[9lc]i = (Kq x S)/(1 - S) .. (3)

Izmerili smo tudi razmerje YFP/CFP na celicah, ki smo jilkaatrolo morebitnih vplivov
superfuzije oblivali z raztopinami enake sestave (0 mM glukozadziznih dovodnih
kanalov (slika 5). S tem smo pokazali, da spremembe v razmerju siteoie niso
posledica metodologije menjave raztopin ali mehanskega drazemgitast (Prebil,
2011), temve posledica raztinih koncentracij glukoze v citosolu (slika 5).
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Slika 5: Sprememba dovodnega kanala superfuzije ngovzroéa sprememb v razmerju FRET
Izmenino oblivanje celic z isto zunajcétio raztopino iz dveh raziih dovodnih cevk (zunajceha
raztopina brez glukoze) nimaioka nacasovne spremembe razmerja YFP/CFP. Rezultat kazegimkk
FRET ni posledica metodologije menjave raztopinmaéihanskega draZenja astrocitov, teinpesledica
spremembe koncentracije glukoze. &¢i kazejoias menjave raztopine enake sestave.

3.2.7.3 Stimulacija z 3-escinom

Za kalibracijo glukoze smo uporabili 3-escin, ki permeabilizira manbin s tem pova
permeabilnost membrane za prenos glukoze. Celice smo za 30 silnama0 uM
raztopino [3-escina (John in sod., 2008). Izmerili smo spremembe v razRegu
dodajanjem raztopin nar&gocih koncentracij glukoze (0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM,

7,5 mM in 10 mM) in pri vmesnem spiranju z raztopino brez glukoze (0.nvighko
raztopino smo dovajali 3 minute.
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3.2.7.4 Meritve pri temperaturi 37 °C

Za meritve pri temperaturi 37 °C smo astrocite s pgonsuperfuzijskega sistema
izmenino oblivali s predhodno segretima raztopinama z 0 mM in 10 mM glukozo.
Raztopini smo segrevali v §eé stiroporski posodi, ki je delovala kot kopel (48-50 °C).
Primerna temperatura raztopin je bila 42 °C, zato da so biicastioblivani z raztopino,

ki je imela 37 °C, saj se je s pretokom skozi cevke temperatura raztopin znizala za 5 °C.

Cevke smo predhodno ovili z vato, ki je sluzila kot izolacija, da ni pd€lovejih
toplotnih izgub.

Za preverjanje temperature medija, ki so ji bili izpostavljertroagti, smo uporabili
termometer s sondo, ki smo jo pritrdili na kamrici pri odvodni cevki supgskega
sistema in je konstantno meril temperaturo raztopin, s katerimi smo oblivatitest

Ce smo opazili znizanje temperature pod 37 °C smo cevke z raztopinama segralesisusil
za laseCe smo opazili povisanje temperature nad 37 °C smo pustili, da isztepine
nekoliko ohladile.

3.2.7.5 Stimulacija z noradrenalinom

Pripravili smo noradrenalin v daleni kolicini raztopine, ki je vsebovala 3 mM glukozo.
Celice smo za snemanje pripravili na enakfimakot pri meritvah z razthimi
koncentracijami glukoze. Najprej smo celice 300s oblivali zoparb s 3 mM glukozo
brez noradrenalina, nato pa smo celicam 600s dovajali 3 mM glukozo v jeateit
raztopljen noradrenalin. Celice smo z noradrenalinom stimulirateprperaturi 24 °C in

37 °C. Za dosego temperature 37 °C smo zunajeelraztopino s 3 mM glukozo
predhodno segreli na zeleno temperaturo, tik pred poskusom pa smo v rsegopini
raztopili natehtano kalino noradrenalina, saj je noradrenalin v raztopini segreti na 37 °C
pricel hitreje kemijsko razpadati, kar je bilo vidno kot roza obarvanje raztopine.

3.2.8 Analiza in statisttno ovrednotenje podatkov

Za analizo smo uporabljali MS Excel in lastni program za tweemapisan v okolju
Matlab (Mathworks, R2008A, ZDA) ter program SigmaPlot. Rezubatipodani kot
povpre&je + standardna napaka (SE). Za primerjavo dveh vzorcev je bil uporablje
Studentov t-test. Slike smo analizirali s pa@jogrogramov ImageJ in Photoshop.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 REZULTATI MERITEV SPREMEMB CITOSOLNE KONCENTRACIJE GLUKLE
V ASTROCITIH Z IZRAZENIM NANOSENZORJEM FLII12PGLU-70046

Glukozni nanosenzorFLII12PGLU-7086 se homogeno izraza v citoplazmi astrocita, kar
je razvidno iz slike 6, z nekoliko manjSo intenziteto pa se ianazzeriferiji celice, kjer je
citoplazma tanjSa. Zaradi velike molekulske mase v jedro ne vst@ba in sod., 2003).
Sestavljen je iz glukoza/galaktoza vezavnega proteina (angicosg/galactose binding
protein«-GGBP), ki je sestavljen iz dveh raamih fluorescentnih proteinov, CFP in YFP.
GGBP veze glukozo in s tem povéraezonakni prenos energije med CFP in YFP.
Vezava glukoze povzio vedjo intenziteto fluorescence YFP in manjSo intenziteto
fluorescence CFP ter tako pdéaaje razmerja FRET (razmerje YFP/CFP, sliki 6 in 7). V
astrocitih z izrazenimFLII12PGLU-70&6 smo izmerili viSjo intenziteto YFP po dodatku
zunajceléne raztopine, ki je vsebovala 10 mM glukozo in poviSanje razmerja K&tika
7a).

YFP CFP YFP/CFP o

Razmerje YFP/CFP

10 mM glukoza

1.0

Slika 6: Spremembe razmerja FRET v celicah z izrazgm glukoznim nanosenzorjem FLII12PGLU-
700pA6 v posameznem astrocituEmisiji fluorescence CFP in YFP sta posledici iarga FLII12PGLU-
700pA6 v astrocitu. Desni del slike ozhge razmerje FRET (YFP/CFP) d&rno-beli lestvici. Bela barva
pomeni najviSje razmerje FRETrna najnizje. Zgornji del slike je astrocit v raaii brez glukoze, spodniji
del isti astrocit v zunajceini raztopini z 10 mM glukozo, levi del slike prikge emisijo YFP, srednji pa
emisijo CFP. Merilce: 25 pm.
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Slika 7: Vpliv poviSane zunajceltne koncentracije glukoze na meritev emisije YFP (agl. »yellow

fluorescent protein«-rumeni fluorescerkni protein) in CFP (angl. »cian fluorescent proteir-

modrozeleni fluoresce®ni protein) v astrocitu z izrazenim glukoznim nanognzorjem FLII12PGLU-

700pA6

a) Slika prikazuje zapis spremembe zunajoei koncentracije glukoze. Celice smo s superfuzijo

oblivali z zunajcelino raztopino z 10 mM glukozo (sivata), pred in po tem smo celice oblivali z
zunajceléno raztopino brez glukoze. Nanosenzor FLII12PGLOu#A6 se ob vezavi glukoze
spremeni tako, da se fluorescenca YFP zviSa, CFipa, torej se zviSa razmerje YFP/CFP.

se nadaljuje
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Slika 7: Vpliv poviSane zunajceltne koncentracije glukoze na meritev emisije YFP (agl. »yellow
fluorescent protein«-rumeni fluorescerkni protein) in CFP (angl. »cian fluorescent proteir-
modrozeleni fluoresce®ni protein) v astrocitu z izrazenim glukoznim nanognzorjem FLII12PGLU-
700pA6
b) Slika prikazuje zapis spremembe zunajoei koncnetracije glukoze. Celice smo s superfuzijo
oblivali z zunajcelino raztopino z 10 mM glukozo (sivata), pred in po tem pa z zunajceld
raztopino brez glukoze. (kot na sliki 7é)as, ki pretée ob spremembi amplitude iz 20 % na 80 %
glede na najviSjo vrednost, se imendps zviSevanja (angl.»rise time«) ozirokes zniZevanja
(angl. »fall timex, siva pravokotnika).
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4.2 CITOSOLNA KONCENTRACIJA GLUKOZE V ASTROCITU V ODVISNOSTOD
ZUNAJCELICNE KONCENTRACIJE GLUKOZE

Vpliv zunajceléne koncentracije glukoze na citosolno koncentracijo glukoze v astrocitu
so Ze dokazale razhe raziskovalne skupine: -Fehr in sod., 2003; Prebil in sod., 2011.
Zanimalo nas je kako hitro se odzove presnova astrocitov na spremembécelgumesn
prostoru ter ali imajo opine lastnosti mikroskopa vpliv na hitrost presnove. V ta namen
smo s pomgo superfuzijskega sistema astrocitom dovajali ri@jaSe koncentracije
zunajceléne glukoze (0,5: 1: 2,5; 5; 7,5; 10 mM glukoza) in jih vmes spirali z
zunajceléno raztopino brez glukoze (0 mM glukoza). Fluorescenco YFP in CFP smo
zajemali na sliki celotne celice v 18asovnih intervalih, nato pa smo izumali razmerje
FRET (YFP/CFP). Slika 8A kaZze natagxe amplitude razmerja YFP/CFP nanosenzorja
FLII12PGLU-700A6, kar pomeni nar&ajoco koncentracijo znotrajc€ie glukoze v
astrocitu ob dovajanju nakagocih koncentracij glukoze v zunajcétii raztopini. Vmesno
spiranje z zunajcaino raztopino brez glukoze se na sliki kaze kotamge signala FRET

na z&etno vrednostCas, ki pretée ob spremembi amplitude iz 20 % na 80 % glede na
najvisjo vrednost, se imenuj@s zvidevanja (angl.»rise time&)as zvisevanja (slika 8C-
¢rna krivulja, n=6-10) se med spremembo zunajoelikoncentracije glukoze iz 0 na 5
mM zniza, nato pa med spremembo zunajoelikoncentracije glukoze med 5 in 10 mM
postopno narast€as znizevanja (angl. »fall time, slika 8C-siva krivulja, n=6-58) z
vecanjem zunajcetne koncentracije glukoze med 0 in 0,5 mM nekoliko zniza, med
spremembo zunajcéhe koncentracije glukoze med 0,5 in 5 mM se pavieer med
spremembo zunajcéhe koncentracije glukoze med 5 in 10 mM se ponovno zniza.
Nanosenzor FLI12PGLU-70Q6 smo kalibrirali z 50 pM R-escinom, ki omago
permeabilizacijo membrane ter z n&gscimi koncentracijami zunajcelne glukoze. V
permeabiliziranih celicah smo izmerili viSje razmerje HR&t po prvem merjenju (slika
8B, E). V permeabiliziranih celicah smo izmerili tudi nekoliko diggecas zviSevanja
(slika 8D<rna krivulja) incas znizevanja glede na celice, ki niso bile permeabilizirane z
3-escinom (slika 8D-siva krivulja). Krivulja odvisnosti razmerja FR& zunajcetine
koncentracije glukoze (slika 8E, e krivulja-permeabilizirane celice, siva krivulja-
nepermeabilizirane celice) déb ARyax — nhajve€jo spremembo razmerja FRET, Ki
pomeni mejo nagenosti nanosenzorjaARmax = 2,07 za nepermeabilizirane celice in
ARmax = 2,94 za permeabilizirane celice). S prileganjem krivulje smattidiedi vezavno
konstanto nanosenzorjaqKki je znaSala 0,69 mMglg Metode dela). S pond
normaliziranih sprememb razmerij FRET smo d¢mrzali znotrajcelino koncentracijo
glukoze-[glc] (slika 8F).
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Slika 8: Citosolna koncentracija glukoze v astrocit z izraZzenim FLII12PGLU-700pA6 v odvisnosti od
zunajceliéne koncentracije glukoze

se nadaljuje
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Slika 8: Citosolna koncentracija glukoze v astrocit z izrazenim FLII12PGLU-700uA6 v odvisnosti od
zunajceli¢éne koncentracije glukoze
(A) Casovna odvisnost signala FRET po stimulaciji a#ivec ki so izrazali FLII12PGLU-70006. Pri

razli¢nih koncentracijah zunajcétie glukoze (0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 in 10 mM) in vmeasrgpiranjem z 0 mM
glukozo. Vrhovi prikazujejo naradjoce koncentracije zunajcéfie glukoze, pricemer se z zviSanjem
koncentracije zunajcéle glukoze, pov&a razmerje YFP/CFP.

B) Casovna odvisnost signala FRET po stimulaciji astow stimuliranih z R-escinom, ki so izrazali
FLII12PGLU-700A6 pri razlénih koncentracijah zunajcéfie glukoze (0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 in 10 mM) in
vmesnim spiranjem z 0 mM glukozo. Vrhovi prikazojg&jaragajoce koncentracije zunajcetie glukoze, pri
¢emer se z zviSanjem koncentracije zunafoeliglukoze méno povea razmerje YFP/CFP.

C) Cas zviSevanja signala FRET (angl. »rise tim&wp krivulja nepermeabiliziranih celic se med
spremembo zunajcétie koncentracije glukoze iz 0 na 5 mM znizujeprzd med spremembo zunaj¢at
koncentracije glukoze med 5 in 10 mM postopno poje Cas znizevanja signala FRET
nepermeabiliziranih celic (angl. »fall time«)-siWaivulja, se 2z v&anjem koncentracije zunajo&tie
glukoze med 0 in 0,5 mM nekoliko zniza, med spreimerzunajceline koncentracije glukoze med 0,5in 5
mM se povea ter med spremembo zunajéek koncentracije glukoze med 5 in 10 mM se ponaniba.

D) Cas zviSevanja signala FREErfa krivulja) permeabiliziranih celic se z damjem koncentracije
zunajceléne glukoze iz 0 na 2,5 mM nekoliko poviSa, natonmed véanjem zunajcetne koncentracije
glukoze med 2,5 in 10 mM postopno zniZzu&s znizevanja signala FRET (siva krivulja) se Zangem
koncentracije zunajcéine glukoze iz 0 na 1 mM postopno zniza, med spmame zunajceline
koncentracije glukoze med 1 in 2,5 mM se pavaned spremembo zunaj¢ele koncentracije glukoze med
2,5in 5 mM se zniza, med spremembo koncentraaij@jceléne glukoze iz 5 na 7,5 mM ponovno pdag
nato pa se med spremembo koncentracije zun&jeetjlukoze iz 7,5 na 10 mM ponovno zniZa.

E) Sprememba amplitude razmerja YFP/CFP v odvisndstara8ajoce koncentracije zunajcéfie glukoze.
Majhne ¢rne pike prikazujejo posamezne vrednosti amplituaemerja YFP/CFP (n = 6-10 za vsako
koncentracijo glukoze) pri razhih koncentracijah zunajcétie glukoze (0O; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 in 10 mM) za
celice permeabilizirane z [3-escinom in nepermeatshie celice. Rdma krivulja predstavlja povpteo
spremembo amplitude razmerja YFP/CFP permeabititirgelic, siva krivulja pa povpéao spremembo
amplitude razmerja YFP/CFP nepermeabiliziranihccalietje pike s standardno napako (SE) predstavljajo
povpreje vrednosti + SEAR.x za nepermeabilizirane celice je 2,07, za pernlieitbne celice pa 2,94.
Vezavna konstantadfe 0,69 mM.

F) lzradunana znotrajcalna koncentracija glukoze na podlagi kalibracije asemzorja s pongo

normaliziranih sprememb razmerij (S): AR/ARax [glc]i = (Kg X S)/(1 - S).
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4.3 VPLIV TEMPERATURE NA HITROST PRESNOVE IN ZNOTRAJCEINO
KONCENTRACIJO GLUKOZE V ASTROCITU

Doslej so bili vsi poskusi glede dinamike znotrajaedi glukoze izvedeni pri 22-25 °C,
(Fehr in sod., 2003; Prebil in sod., 2011). Nas namen je bil ugotoviti kakgehirasnova

v astrocitu in kakSna je znotrajagla koncentracija glukoze pri temperaturi 37 °C. V ta
namen smo s superfuzijskim sistemom astrocitom iznenidovajali zunajcetni
raztopini z 10 mM glukozo in zunajcé&tio raztopino brez glukoze, ki sta bili segreti na
37 °C. Fluorescenco YFP in CFP smo zajemali na celotni slikiecel 10s¢asovnih
intervalih, nato pa smo iztanali razmerje FRET (YFP/CFP). Slika 9A prikazuje
vsakokratno narg&anje amplitude signala FRET po dodatku 10 mM glukoze pri
temperaturi 24 °C, kar pomeni p@amje citosolne glukoze v astrocitu. Slika 9B prikazuje
sprva primerljivo zviSanje amplitude signala FRET po dodatku 10 mM glukoze
temperaturi 37 °C, podobno kot pri sobni temperaturi. ¢lmrana znotrajcelna
koncentracija glukoze (1.cikel oblivanja z 10 mM glukozo) pri 24 °C znaSan\8 pri

37 °C 1,77 mM, kar pomeni, da razlike niso statmii pomembne (Studentov t-test: p =
0,33). V 5.ciklu oblivanja celic z 10 mM glukozo znaSa darana znotrajcaina
koncentracija glukoze pri 24 °C 1,58 mM in pri 37 °C 0,24 mM, kar kaze, da lderaz
statisttno pomembne (Studentov t-test: p = 0,04). Pri obeh temperaturah snmiiizme
primerljiv ¢as zviSevanja idas zniZzevanja signala FRET (slika 9C, F), vendar razlike niso
statisttno pomembne (p = 0,06 zZas zviSevanja in p = 0,26 Zas znizevanja). Sliki 9D

in 9E prikazujeta spremembo amplitude pri temperaturi 24 °C in 37 °C. €avpr
amplitudi pri temperaturi 24 °C in 37 °C sta znasali 1,97 £ 0,15 ter 1009%tarbitrarnih
enot. Razlike v amplitudah pri raatih temperaturah so statisio pomembne (Studentov
t-test: p < 0,001). Povp¥ei casovni konstanti signalov FRET pri temperaturi 24 °C in
37 °C sta znaSali 18,24 + 1,08s in 27 = 3,18s (slika 9G), kar ni staistin&ilno
pomembno (Studentov t-test: p = 0,14).
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Slika 9: Citosolna koncentracija glukoze v odvisndsod zunajceliéne koncentracije glukoze pri 24 °C
in 37 °C

se nadaljuje



32

Radott V. Temperaturna odvisnost metabolizma glukozedggaajih astrocitih.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni&Kakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biije, 2014

Nadaljevanje slike 9

Slika 9: Citosolna koncentracija glukoze v odvisndsod zunajceliéne koncentracije glukoze pri 24 °C

in 37 °C

A) Casovna odvisnost signala FRET po stimulaciji asioecz 10 mM zunajcetino glukozo in vmesnim
spiranjem z 0 mM glukozo pri temperaturi 24 °C. ®h prikazujejo 10 mM zunajceino glukozo in
povetanje razmerja YFP/CFP.

B) Casovna odvisnost signala FRET po stimulaciji asioecz 10 mM zunajcetino glukozo in vmesnim
spiranjem z 0 mM glukozo pri temperaturi 37 °C. ®hprikazujejo 10 mM zunajcelno glukozo in véje
poviSanje razmerja YFP/CFP kot pri sliki A.

C) Cas zvisevanja signala FRET (angl. »rise time«}dn zniZzevanja (angl. »fall time«) pri temperaturi
24 °C in 37 °C kot sprememba razmerja YFP/CRRsu med 20 % in 80 % maksimalne amplitude. Beli
stolpec prikazuje sprememigasa zviSevanja idasa zniZzevanja signala FRET pri temperaturi 244,
stolpec pa spremembiasa zviSevanja idasa zniZzevanja signala FRET pri temperaturi 37 PQpreje
vseh¢asov zviSevanja pri temperaturi 24 °C znaSa 18s 431, 5 s. Povptge vsehcasov znizevanja pri
temperaturi 24 °C znaSa 35, 29 s * 2, 58 s. Pojrsehcasov zviSevanja pri temperaturi 37 °C znasa 25,
18 s = 3, 17 s. Povp¥e vsehcasov znizevanja pri temperaturi 37 °C znaSa 40s 273, 57 s. \asu
zviSevanja incasu znizevanja pri razhih temperaturah razlike niso statisth pomembne (Studentov t-
test: p = 0, 06 z&as zviSevanja in p = 0, 26 Zas zniZzevanja).

D) Sprememba amplitude pri temperaturi 24 °C in°G7 Beli stolpec prikazuje spremembo amplitude pri
24 °C,¢rni stolpec pa spremembo amplitude pri 37 °C. Ugbtemo, da se pri viSji temperaturi amplituda
postopno zniza. V amplitudi pri ragtih temperaturah so pomembne statisti razlike (Studentov t-test:
p < 0,001).

E) Normirane vrednosti povpi@ amplitude pri temperaturi 24 °C in 37 °C. P8jviemperaturi amplituda
statisttno zn&ilno (p < 0,001)postopno upada.

F) Normirane vrednosti povpifa ¢asa zviSevanja pri temperaturi 24 °C in 37 °C.vi&ji temperaturi s€as
zviSevanja nekoliko pova, vendar razlika ni statigtio pomembna (p = 0,06).

G) Normirane vrednosti povpfja ¢asovne konstante pri temperaturi 24 °C in 37 °Ga%bvnih konstantah
ni pomembnih statisthih razlik med raztinima temperaturama (p = 0,14).
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4.4 VPLIV NORADRENALINA NA RAVEN CITOSOLNE GLUKOZE V ASTROOU
PRI TEMPERATURI 24 °C IN 37 °C

Astrociti vsebujejoa- in [3-adrenergne receptorje, ki sprozijo razgradnjo glikogena in s
tem poveéajo citosolno koncentracijo glukoze. Zanimalo nas je ali temperaturaa v
ucinek stimulacije astrocitov z noradrenalinom in na citosolno koncermrghikoze. V
prvem delu poskusov (slika 10A) smo astrocite s pgoneuperfuzijskega sistema 600s
oblivali z zunajcelino raztopino s 3 mM glukozo v kateri je bil raztopljen 200 uM
noradrenalin. Stimulacija z noradrenalinom je povitao zn&ilno zviSanje razmerja
FRET, kar pomeni, da se je p&aéa citosolna koncentracija glukoze. Na 8 astrocitih smo
povpre&no izmerili 17,90 % poviSanje razmerja FRET 600s po dodatku noradrenalina. V
drugem delu poskusov (slika 10B) smo astrocite oblivali z zun&jcetaztopino s 3 mM,
glukozo segreto na 37 °C, v kateri je bil raztoplien 200 uM noradrenalmul8tija je
povzraila zn&ilno zviSanje razmerja FRET, nato pa postopno upadanje razmerja FRET,
zaradi prevladujega porabljanja glukoze v presnovnih procesih v celici, ki jih je
povzrail dodatek raztopine z noradrenalinom. Na 8 astrocitih smo pawpremerili
14,60 % zviSanje razmerja FRET 600s po dodatku noradrenalina. Tretji del poskusov (slika
10C) smo izvedli tako, da smo celice s p@joosuperfuzijskega sistema 600 sekund
oblivali s kontrolno raztopino s 3 mM glukozo, nato pa nadaljnjih 600 sekund z enako
kontrolno raztopino iz druge dovodne cevi za superfuzijo. Pri kontrolnih poskusil nism
opazili zn&ilnih sprememb razmerja FRET. Posameznim signalom FRET sregairi
eksponentne krivulje takoj po &tku sprememb, ki so se pojavile nekaj sekund po
stimulaciji. Casovne konstante eksponentnih krivulj zato ne wkigjo zamika, ki bi ga
lahko povzrgil sistem za superfuzijo. Povgm casovni konstanti signalov FRET po
stimulaciji z noradrenalinom pri temperaturi 24 °C in 37 °C st&and47,92 + 23,83s in
47,01 + 10,81s (slika 10G). \asovnih konstantah pri raatih temperaturah so
pomembne statistne razlike (Studentov t-test: p = 0,0025). Povpreamplitudi sta bili

1,1 £ 0,2 (22-25 °C) in 0,95 = 0,23 (37 °C) arbitrarnih enot. ZviSanje amplitgdalai
FRET ustreza zviSanju znotrajegle koncentracije glukoze iz 0,26 mM na 0,47 mM pri
24 °C in iz 0,36 mM na 0,54 mM pri 37 °C. &ne hitrosti zviSanja koncentracije
znotrajceléne glukoze, dolkene kot zmnozek obratne vredno&tisovne konstante in
amplitude eksponentne krivulje sta bili 2,7 + 0,44 uM/s in 4,49 = 1,26 pMgimulaciji

z noradrenalinom pri 24 °C oz. 37° C. V hitrosti zviSanja zunégjoelikoncentracije
glukoze po dodatku noradrenalina pri ra&zih temperaturah so razlike statisio
pomembne (Studentov t-test: p < 0,001). Slika 10H prikazuje razmerjeC¥PPpri
razlicnin temperaturah pred dodatkom noradrenalina. Pred dodatkom noradrenalina ni
pomembnih statistnih razlik v razmerju YFP/CFP pri razhih temperaturah (p = 0,14).
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Nadaljevanje slike 10

Slika 10: Vpliv noradrenalina na citosolno koncentacijo glukoze v astrocitih z izrazenim
FLII12PGLU-7001 A6 pri temperaturi 24 °C in 37 °C
A) Astrocite smo s pomijo superfuzijskega sistema 600s stimulirali z nosadlinom (200uM),

raztopljenim v 3 mM glukozi pri temperaturi 24 °Graf prikazuje posamezni posnetek in néaage
razmerja FRET po dodatku noradrenalina. Rdeivulja prikazuje eksponentno natasje razmerja FRET
po dodatku noradrenalina.

B) Astrocite smo s pondo superfuzijskega sistema 600s stimulirali z noeadlinom (200 puM),
raztoplienim v 3 mM glukozi pri temperaturi 37 °Graf prikazuje posamezni posnetek in n&aage
razmerja FRET po dodatku noradrenalina ter nataopo® zniZanje razmerja FRET. Raekrivulja
prikazuje eksponentno nata®je razmerja FRET po dodatku noradrenalina dketoko z&ne razmerje
upadati. Rdéa krivulja prikazuje eksponentno natasje razmerja FRET po dodatku noradrenalina.

C) Astrocite smo s pond® superfuzijskega sistema 600s oblivali s konwohaztopino (zunajceina
raztopina s 3 mM glukozo). Dodatek kontrolne rpiie ni povzrdil statisténo zn&ilne spremembe.

D) Normirane vrednosti povpt@ 8 posnetkov astrocitov po stimulaciji z noraddérom pri temperaturi
24 °C. Ve&je ¢rne pike prikazujejo povpege vrednosti = standardna napaka (SE).

E) Normirane vrednosti povpfjia 8 posnetkov astrocitov po stimulaciji z noraddérom pri temperaturi
37 °C. Veje ¢rne pike prikazujejo povpige vrednosti + standardna napaka (SE).

F) Normirane vrednosti povpfia 8 posnetkov astrocitov po stimulaciji s kontmlmaztopino s 3 mM
glukozo. Véje ¢rne pike prikazujejo povpige vrednosti + standardna napaka (SE).

G) Povpreéni ¢asovni konstanti signalov FRET s stimulacijo z aurenalinonpri razlicnih temperaturah..
Pri temperaturi 24 °C jgasovna konstanta znaSala 147,92 + 23,83s, pri tetpie37 °C pa 48,55 + 12,83s.
V ¢asovnih konstantah pri raghih temperaturah so pomembne statisti razlike (Studentov t-test:
p = 0,0025).

H) Povpréno razmerje YFP/CFP 8 posnetkov astrocitov pri emajuri 24 °C in 37 °C pred dodatkom
noradrenalina. Povptao razmerje YFP/CFP pri temperaturi 24 °C je zra#b pri 37 °C je zna3alo
povpre&no razmerje YFP/CFP 5. Pred dodatkom noradrenaiimomembnih statisthih razlik v razmerju
YFP/CFP pri raztinih temperaturah (p = 0,14).
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5 RAZPRAVA

5.1 CITOSOLNA KONCENTRACIJA GLUKOZE V ASTROCITIH JE ODVISNAD
ZUNAJCELICNE KONCENTRACIJE GLUKOZE

V poskusih smo s pondm tehnike FRET in glukoznega nanosenzorja FLII12PGLU-
700pA6 dolcili znotrajcelicno koncentracijo glukoze v astrocitih, ki so bili izpostavljeni
razlicnim zunajceknim koncentracijam glukoze (0 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2,5 mM; 5 mM,
7,5 mM in 10 mM glukoza; slika 8). Glukoza vstopi v mozgane sesalggensxjo
olajSane difuzije skozi endotelij krvnih zil, ki z mozgani tvorijo krvnozgansko
pregrado (Kreft in sod., 2013). Obstajajo tri poti vstopa glukoze v nevrondukoza
lahko vstopi v astrocite in se tam preko metabolnih poti pretvori v |dktae sprosti v
intersticij in od tam prenese v nevrone, kot to opisuje glukozno-laktetdel transporta iz
astrocitov v nevrone oziroma ANLS. 2. Glukoza lahkockaeastrocite in se sprosti v
intersticij in od tam prenese v nevrone. 3. Glukoza lahko skozi bazamoolasstopi v
intersticij, od tam pa gre neposredno v nevrone in astrocite (ikrefid., 2013). Razine
raziskovalne skupine so potrdile, da vstop glukoze v citosol astrocitov nnnagaljnji
privzem potekata do meje nésmosti. Pri visoki koncentraciji zunajoie glukoze je
najvisja znotrajcetina koncentracija glukoze omejena pri vrednosti 0,4 mM (Kreft in sod.,
2013). Na to omejitev vpliva prepustnost membrane. Pretok glukoze prekoajdarn
prek glavnih glukoznih prenaSalcev GLUTL1 v astrocitih je v ravnoteZjops® presnove
glukoze z encimom heksokinazo (Kreft in sod., 2013). Potrjeno je, da komgenida
glukoza 1,6-bifosfata viSja od 0,2 mM zavre heksokinazo v astrocitih v odvisibst
koncentracije; pri vrednosti 1,2 mM je heksokinazna aktivnost skoraj popolnoma
inhibirana (Kreft in sod., 2013). To se odraza v prosti nefosforilirarkagli v citosolu, ki
lahko difundira iz mesta privzema do mesta porabe glukoze v astrb@tse prenese v
zunajceléni prostor (Kreft in sod., 2013). Pri nasem delu z nanosenzorjem FLII12PGLU
700pA6 na astrocitih smo ugotovili, da dodatek r&ah koncentracij zunajcelne
glukoze vpliva na zviSanje razmerja FRET, oziroma kaZze na poviZajgajceltne
glukoze, medtem ko je vmesno spiranje s pgmeuperfuzijskega sistema z zunajcedi
raztopino brez glukoze povaziio upadanje razmerja FRET oziroma upad znotrajoeli
koncentracije glukoze.
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Cas zviSevanja (slika 8@rna krivulja) se z véanjem koncentracije zunajcsiie glukoze
med 0 in 5 mM postopno zniza, z¢edjem koncentracije zunajcétie glukoze med 5 in

10 mM pa se postopno zviddas znizevanja (slika 8C, siva krivulja) se zamjem
koncentracije zunajceéine glukoze med 0 in 0,5 mM nekoliko zniza, zcéamgem
koncentracije zunajcele glukoze med 0,5 in 5 mM paizein z véanjem koncentracije
zunajceléne glukoze med 5 in 10 mM se ponovno zniZza. Vezavna konstanta nanosenzorja
FLII12PGLU-700A6, katerega obmige oktutljivosti je med 0,05 in 9,6 mM, je bila 0,69.
Ta vezavna konstanta je nekolika)gekot vezavna konstanta istega hanosenzorja, ki so jo
dolccili v drugih poskusih (Prebil in sod., 2011; 0,42) in primerljiva z vezavno komstant
ki so jo Fehr in sod. (2003) izmerili pri nanosenzorju FLIPglu-609pitro (0,6). NaSi
rezultati kazejo, da ima naS nanosenzor podobno afiniteto za vezavo glkébze
nanosenzor FLIPglu-600u, vendar manjSo afiniteto za vezavo glukoze kadtjeljenak
nanosenzor, ki je bil uporabljen v predhodnih raziskavah.

Permeabilizacija plazmaleme z [3-escinom (slika 8B) je oflagmanesljivo kalibracijo
nanosenzorja FREITN situ. Z izraéunom znotrajceine koncentracije glukoze (slika 8F)
smo ugotovili, da je ta odvisna od zunajéedi koncentracije glukoze, ko je le ta nizja od 3
mM. Podoben rezultat so pokazale predhodne raziskave (Prebil in sod., 26&hrtén
sod., 2003). Pri visjih koncentracijah zunajéed glukoze je znotrajceha koncentracija
glukoze omejena pri vrednosti 0,74 mM, kar je nekolikd k@& vrednost 0,4 mM, ki so jo
izmerili Prebil in sod. (2011) ter Bittner in sod. (2010). Fellowsoih. $1992) so s tehniko
mikrodialize (minimalno invazivna tehnika s potjw katere se v zunajcého tek@ino

tkiv vnesejo nevezane molekule, kot so nevrotransmiterji, hormoni, glukozajilizme
znotrajceléno koncentracijo glukoze v mozganih podgane 0,47 mM (Kreft in sod., 2013;
Prebil in sod., 2011). V primerih ishemije (prekinjeno oskrbovanje mozganwo3 &o z
mikroelektrodami v mozganih podgane izmerili znotrageedi koncentracijo glukoze 0,05
mM in v primeru hipoglikemije (m@o znizana koncentracija glukoze v krvi, pomanjkanje
glukoze v moZzganih) nizjo od 0,19 mM (Kreft in sod., 2013; Prebil in sod., 2011). Po drugi
je znotrajcekkna koncentracija glukoze v krvni plazmi &ds Zivali viSja od 5 mM in se
povea z vhosom glukoze (Kreft in sod., 2013). Vrednost znotréeelkoncentracije
glukoze 0,74 mM kaze, da v astrocitih nastane dovolj glukoze za oskrbovagginjgos
nevronov, zlasti v primeru stimulacije astrocitov z noradrenalinom. 0,74gtakbze je
dovolj, da se ta razgradi v procesu glikolize, kjer je glavni produlatair ki se s ponigo
encima laktatna dehidrogenaza pretvori v laktat, ki se prenesewdonov, kjer sluzi kot
energijski substrat. Toliko znotrajo@itie glukoze tudi zadostuje za energijsko oskrbo
nevronov po stimulaciji z noradrenalinom, kjer se glikogen razgradi do glukézsfata,

ta pa do piruvata, ki se s potjm encima laktatna dehidrogenaza pretvori v laktat, ki se
prenese do nevronov in sluzi kot vir energije. Vrednost znotréjeetilukoze (0,74 mM)

je podobna kot vrednost vezavne konstante nanosenzorja (0,69), zato lahko z metodo
FRET zanesljivo merimo dinatme spremembe znotrajcgie glukoze v astrocitih.
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5.2 TEMPERATURA VPLIVA NA KINETIKO PRIVZEMA GLUKOZE TER NA
KOLICINO ZNOTRAJCELECNE KONCENTRACIJE GLUKOZE

Razliéne raziskovalne skupine so pteuale dinamiko glukoze v astrocitih dheoma pri
sobni temperaturi (22 °C-25 °C). John in sod. (2008) so celice C2Cléhé&chitiija misjih
mioblastov) izpostavili temperaturi 35 °C. Ugotovili so, da se a®anjem temperature
zviSa tudi znotrajcetna koncentracija glukoze, stopnja privzema glukoze in hitrost porabe
glukoze (angl. »clearance«) pa ostaneta skoraj nespremengmaigJsod., 2008). To
kaze, da je pri teh celicah porast koncentracije glukoze posledicanglogeneze (John in
sod., 2008). Mi smo zeleli préti dinamiko glukoze v astrocitih pri temperaturi 37 °C ter
rezultate primerjati z rezultati, ki smo jih dobili pri sobmgeraturi (22-25 °C). Ugotovili
smo, da je pri temperaturi 37 °C razmerje FRET v stacionarnih razmerah vipje aibni
temperaturi, kar kaze na pa@amje znotrajcetine koncentracije glukoze (slika 9A, B).
Izratun znotrajceline glukoze pri 24 ° in 37 °C kaze, da se znotrajoalikoncentracija
glukoze pri viSji temperaturi po daljSi izpostavitvi zunajaliraztopini z 10 mM glukozo
zmanjSa. lzréunana znotrajcelna koncentracija glukoze (1.cikel oblivanja z 10 mM
glukozo) pri 24 °C znaSa 2,32 mM in pri 37 °C 1,77 mM, kar pomeni, da ni stadisti
pomembnih razlik (Studentov t-test: p = 0,33). V 5.ciklu oblivanja celi@ mM glukozo
znasSa izr&unana znotrajcaina koncentracija glukoze pri 24 °C 1,58 mM in pri 37 °C 0,24
mM, kar kaze, da so razlike statéstb pomembne (Studentov t-test: p = 0,04). Pri vi§ji
temperaturi je amplituda statigtio zn&ilno manjSa (p < 0,001, slika 9D, E). Povgra
amplituda pri 24 °C je znaSala 1,97 arbitrarnih enot in pri 37 °C 1,09 anijitranot.
ManjSa amplituda kaze, da je potrebno m&ga, da se odvije dalen proces v celici. V
nasem primeru je potekal proces glikolize v citosolu astrocita do mhadekul piruvata pri
razlicnin temperaturah. Stati&tio zn&ilno zmanjSanje amplitude pri viSji temperaturi
kaze, da je metabolizem glukoze v astrocitih hitrejSi, saj jgraddt encimov glikolize pri
37 °C vi§ja. Pri nizji temperaturi so encimi nekolikacasnejsi, zato je ugasnjena tudi
glikoliza. Pri viSji temperaturi se hitrost porabe citosolne glekezprocesu glikolize in
sinteze glikogena pove, zato se tudi zmanjSa koncentracija znotrajeeliglukoze po
daljSi izpostavitvi viSji temperaturi. Izéanali smoc¢asovne konstante (slika 9G), ki pri
razlicnih temperaturah niso bile statésto zn&ilno razlicne (Studentov t-test: p = 0,14).
Povpré&nacasovna konstanta pri temperaturi 24 °C je bila 18,24s in pri 37 °C 2%sSjPr
temperaturi smo izmerili tudi nekoliko viSfias zviSevanja irtas znizevanja, vendar
razlike niso bile zn@lno razlicne (p = 0,06 z&as zviSevanja in p = 0,26 Zas znizevanja,
slika 9C, F).
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5.3 NORADRENALIN VPLIVA NA KONCENTRACIJO GLUKOZE V CITOSOLWPRI
TEMPERATURI 24 °C IN 37 °C

Nevrotransmitorji kot je noradrenalin lahko powdjo razgradnjo glikogena v astrocitih
(Prebil in sod., 2011, Sorg in Magistretti, 1991). Glikogen je v moZgamnil saastrocitih

in pomembno sodeluje pri normalnem mozganskem metabolizmu. Glikogenski obvod
predstavlja frakcijo presnovljene glukoze, ki je vezana v glikogens&lbkulah in vstopa

v pot glikolize ter lahko znaSa kar 40 % celotnega metabolizma glukozé& in sod.,
2013). V razmerah hipoksije, ki je povezana z zmanjSanim pretokom krtakertudi
zmanjSanim privzemom glukoze v astrocitih, nastane glukoza-1-fosfgiroeesu
glikogenolize (Kreft in sod., 2013). V mozganih v deliocus coeruleus so
noradrenergini nevroni, ki ozZi¥ujejo skoraj celotno mozgansko skorjo (Kreft in sod.,
2013). Predhodne raziskave so pokazale, da se v astrocitih poviSa zn&tajceli
koncentracija glukoze po stimulaciji z noradrenalinom oziroma potekaggioliza. To

so dokazali s ponijo zaviralca glikogen fosforilaze (Kreft in sod., 2013).

V astrocitih so dokazali tudi encime glukoneogeneze, kot so piruvat kdexzaksi
fosfoenolpiruvat karboksikinaza in fruktoza-1,6-bifosfataza, kar lahko nakaauje, da
imajo astrociti zmoznost resinteze glukoze iz laktata minakislin. Vlogo astrocitov v
procesu izrabe glukoze je potrebno Se raziskati (Kreft in sod., 2013).

NasSi rezultati kazejo, da noradrenalin p&avé&oncentracijo citosolne glukoze v astrocitih
tako pri temperaturi 24 °C kot pri temperaturi 37 °C, vendar zviSanjaajreitne
koncentracije glukoze pri 37 °C ni statéstd zn&ilno vecje od zviSanja znotrajcehe
koncentracije glukoze pri 24 °C (Studentov t-test. p = 0,89). Pawpr@oveanje
citosolne glukoze pri 24 °C je bilo 43,75 % (iz 0,26 mM na 0,47 mM), pri 37 804

(iz 0,36 mM na 0,54 mM)Casovna konstanta zviSanja citosolne glukoze pri 24 °C je bila
147,92 + 23,83s in pri 37 °C 47,01 £ 10,81s (slika 10&Jasbvnih konstantah so razlike
statisttno zndilne (Studentov t-test: p = 0,002). Manjgasovna konstanta pri visji
temperaturi kaze, da je hitrost poaee dostopnosti citosolne glukoze sprvjadot pri
sobni temperaturi. Slika 10H prikazuje razmerje FRET pred dodatkom aps&ida pri
razlicnin temperaturah. Ugotovili smo, da pred dodatkom noradrenalina ni pomembnih
statisttnih razlik v razmerju YFP/CFP pri razhih temperaturah (p = 0,14), kar kaze na
to, da so nasi rezultati odraz posae aktivnosti noradrenalina pri viSji temperaturi.
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Pri viSji temperaturi je z#@tno povéanje znotrajceline koncentracije glukoze hitrejSe, kar
kaze tudi izraun hitrosti zviSanja koncentracije znotraj¢ek glukoze, doléen kot
zmnozek obratne vrednostasovne konstante in amplitude eksponentne krivulje (2,7
0,44 uM/s za 24 °C in 4,49 = 1,26 uM/s pri stimulaciji z noradrenalinor@%fC), ki je
statisttno pomembno raziho (Studentov t-test: p < 0,001). Noradrenalin sprozi
razgradnjo glikogena v astrocitih-glikogenolizo, zato se @@veznotrajceina
koncentracija glukoze. Pri vi§ji temperaturi je glikogenoliza [§itresaj je vga hitrost
spremembe koncentracije citosolne glukoze st&tistzndilna. Glikogenoliza je pri visji
temperaturi sprva hitrejSa od glikolize, ki pa verjetno po 600s priteSjperaturi zéne
prevladovati in koncentracija glukozecna upadati.

I+
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6 SKLEPI

Cilj magistrske naloge je bil z uporabo glukoznega nanosenzorja FREI2PGLU-
700pA6 izmeriti razmerje fluorescenc YFP/CFP, medtem ko smo @strapostavili
razlicnim zunajcekinim koncentracijam glukoze (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 in 10 mM glukoza).
Raziskave dinamike citosolne koncentracije glukoze v astrocitih sddslej izvedene pri
sobni temperaturi (22-25 °C), zato smo Zzeleli ugotoviti kako se atasabncentracija
glukoze v astrocitih pri temperaturi 37°C odziva na spremembe v zutaijcel
koncentraciji glukoze. Poleg tega smo Zeleli piteutudi vpliv nevrotransmitorja
noradrenalina na dinamiko citosolne glukoze v astrocitu pri temperaturi 22-25 °C in 37 °C.

Rezultate magistrske naloge smo strnili v nekaj sklepov:

» Z naragajoc¢imi koncentracijami zunajcelne glukoze se je po naSih gakovanjih
povealo tudi razmerje YFP/CFP.

* Naragajoce spremembe razmerja YFP/CFP pri né&apEih izmentnih
spremembah zunajcé&tie koncentracije glukoze kazejo na naaage citosolne
koncentracije glukoze, kar smo uporabili tudi kot umeritveno krivuljo senzorja.

» Hitrost spremembe razmerja YFP/CFP po dodatku raztopine z visokonk@uie
zunajceléne glukoze ni odvisna od temperature.

* Pri vi§ji temperaturi je hitrost porabe citosolne glukoz&ajezato je sprememba
koncentracije znotrajcelne glukoze manjsa. .

* Noradrenalin sprozi glikogenolizo-razgradnjo glikogena v astrocitt, sapovea
znotrajceléna koncentracija glukoze.

* Noradrenalin pow&a koncentracijo znotrajcéhe glukoze tako pri visji kot pri nizji
temperaturi, vendar je zviSanje pri viSji temperaturi hitrejSe.
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7 POVZETEK

Astrociti so v mozganih sesalcev v¢jam Stevilu kot nevroni ter so prepoznavni po
zvezdasti obliki. So celice glije, ki se zaradi lege v mozgpaitezujejo tako z nevroni kot

s celicami endotelija krvnih zil ter pomembno prispevajo k izmenjaatabolitov med
kapilarami in zi¥nimi kongi¢i. Poleg Stevilnih vlog astrocitov je pomembna njihova vioga
v energijskem metabolizmu mozganov. Glukoza je glavni energijski atilmstzganov,
poleg tega pa mozgani presnavljajo tudi druge metabolne substrate lk@tat, glutamat

in glikogen.

V sklopu naSe raziskave smo uporabili glukozni nanosenzor FRET FLII12HGQUAG
za merjenje razmerja fluorescenc YFP/CFP, medtem ko smoxigestizpostavili raztinim
zunajcelénim koncentracijam glukoze. Poleg tega smo Zeleli giiedinamiko citosolne
glukoze v astrocitu, potem ko smo astrocite izpostavili ¢airia zunajcetinima
raztopinama glukoze (0 in 10 mM glukoza) segretima na 37 °C. Razskaliudi, kakSen
ucinek ima nevrotransmitor noradrenalin na presnovo glukoze v astrocitu takobpi
temperaturi (22-25 °C) kot pri 37 °C.

V raziskavi smo preverili tri glavne hipoteze. Predpostavili smolatlko umeritveno
krivuljo glukoznega nanosenzorja FRET FLII12PGLU-7@6uuporabimo za pretan
koncentracije glukoze iz razmerja fluorescenc YFP/CFP teed® 9ri viSji temperaturi
(37 °C) po dodatku raztopine z visoko zunajéeti koncentracijo glukoze, koncentracija
glukoze v citosolu spreminjala z drug® dinamiko kot pri nizji temperaturi (npr.
22-25 °C). Predvidevali smo, da stimulacija astrocitov z noradrenalinontelgsni
temperaturi povzr® hitrejSo spremembo znotrajoglie koncentracije glukoze, kot
stimulacija pri sobni temperaturi.

Poskuse smo izvedli na primarni kulturi astrocitov. V prvem delu srtrocéte, ki so
izrazali glukozni nanosenzor FRET FLII12PGLU-7@@®4 vneSen z metodo lipofekcije, s
pomaijo superfuzijskega sistema oblivali z na&&scimi koncentracijami zunajceine
glukoze (0,5;1;2,5; 5; 7,5; 10 mM glukoza) in jih vmes spirali z zun&jeelraztopino
brez glukoze (0 mM glukoza). V drugem delu poskusov smo s §orsaperfuzijskega
sistema astrocitom izmemo dovajali segreti (37 °C) zunajaali raztopini z 10 mM
glukozo in zunajcetino raztopino brez glukoze (0 mM glukoza). V tretjiem delu poskusov
smo astrocite s poni superfuzijskega sistema 600s oblivali z zunajoeliraztopino s 3
mM glukozo v kateri je bil raztopljen 200 uM noradrenalin ter z z@fhigjw raztopino s 3
mM glukozo, segreto na 37 °C, v kateri je bil raztopljen 200 uM noradrenalin.
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Fluorescenco YFP in CFP smo pri vseh poskusih zajemali na catetini na
fluoresceinem mikroskopu v 10g8asovnih intervalih, nato pa smo iZumali razmerje
FRET (YFP/CFP).

Rezultate smo statigho obdelali, doldili amplitudo, ¢as zviSevanja idas znizevanja ter
na koncu izréunali znotrajcetino koncentracijo glukoze v astrocitih v r&niih poskusih.

Nasi rezultati kazejo, da se ob dovajanju nsj@sih koncentracij glukoze zunajcétih
raztopin poveéa amplituda razmerja FRET glukoznega nanosenzorja, kar pomeni, da se
povea tudi citosolna koncentracija glukoze v astrocitu. Vmesno spiranimajceléno
raztopino brez glukoze se na sliki kaze kotcarge signala FRET na &itno vrednost
(slika 8A). Nanosenzor smo s poéim 3-escina uspesno Kalibrirali (slika 8B). Krivulja
odvisnosti razmerja FRET od zunaj¢aek koncentracije glukoze (slika 8E, &dekrivulja-
permeabilizirane celice, siva krivulja-nepermeabilizirane epladnl@a ARyax — Najvejo
spremembo razmerja FRET, ki pomeni mejo d&sdsti nanosenzorja\Rmax = 2,07 za
nepermeabilizirane celice iINRnmax = 2,94 za permeabilizirane celice). S prileganjem
krivulje smo dolgili tudi vezavno konstanto nanosenzorjg Ki je znaSala 0,69 mM. S
pomaijo normaliziranin sprememb razmerij FRET smo darali znotrajcetino
koncentracijo glukoze-[gl¢] (slika 8F). Za drugi del poskusov slika 9A prikazuje
spremembe razmerja FRET po dodatku 10 mM glukoze pri temperaturi Zlik&.9B
prikazuje spremembe razmerja FRET po dodatku 10 mM glukoze pri ratmpe37 °C.
Ugotovili smo, da se pri viSji temperaturi p@eehitrost porabe citosolne glukoze, saj se
glukoza hitreje razgrajuje (hitrejSa glikoliza), zato je prijivi@mperaturi manjSi porast
znotrajceléne koncentracije glukoze.

V tretlem delu poskusov smo ugotovili, da je stimulacija z noradreralipovzrgila
zn&ilno zviSanje razmerja FRET, kar pomeni, da se je falaecitosolna koncentracija
glukoze. Izmerili smo povptao 17,90 % poviSanje razmerja FRET 600s po dodatku
noradrenalina. Potem ko smo astrocite oblivali z zungjolraztopino s 3 mM glukozo,
segreto na 37 °C, v kateri je bil raztopljen 200 uM noradrenalin (50B3 smo ugotovili,

da je stimulacija povztdla zn&ilno zviSanje razmerja FRET, nato pa postopno upadanje
razmerja FRET. Izmerili smo povgieo 14,60 % zviSanje razmerja FRET. Ugotovili smo,
da stimulacija astrocitov z noradrenalinom pri viSji tempergbone&a hitrost porasta
citosolne koncentracije glukoze, kot pri nizji temperaturi. Razlikabija statisttno
zn&ilna. Glikogenoliza je pri visji temperaturi sprva hitrejSa kakallza.V raziskavi smo
potrdili vse tri delovne hipoteze.
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