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Astrociti v mozganih zagotavljajo presnovno in trofiéno podporo nevronom.
Motnje v  zagotavljanju homeostaze lahko privedejo do nastanka
nevrodegenerativnih bolezni, tudi Alzheimerjeve bolezni (AB). V nalogi smo
raziskali vpliv izrazanja mutiranega presenilina 1 (PSI4E9) na mobilnost
sekrecijskih mesSi¢kov in na elementarne dogodke sekrecije peptidov izzvane s
purinergi¢no kalcijevo signalizacijo. Z lipofekcijo smo Vv astrocite vnesli plazmid z
zapisom za PSIAE9 in za atrijski natriureti¢ni peptid oznacen s fluorescentnim
proteinom (ANP.emd) ali glutamatni prenasalec membrane meSicka 1 oznacen s
fluorescentnim proteinom (VGLUT1-EGFP). Premike meSickov smo opazovali s
konfokalnim mikroskopom in v ¢asovnih sekvencah na mikrografijah izmerili
spontano mobilnost ter njeno spremembo po aplikaciji ATP, ki je aktiviral
ionotropne in metabotropne purinoreceptorje v plazmalemi astrocitov ter
mobiliziral Ca** v citosol celic. Spremembe [Ca®*]i smo izmerili s fluorescentnim
kalcijevim indikatorjem Fluo-4. V spontanih razmerah je bila mobilnost
(prepotovana pot (TL), najveéji odmik na poti (MD), indeks usmerjenosti (DI) in
hitrost) peptidergi¢nih in glutamatergicnih mesickov znadilno zmanj$ana
(p<0,001) v PSTAE9 glede na kontrolne astrocite. Purinergi¢no drazenje astrocitov
je izzvalo bifaziGen odziv aktivnosti kalcija. Hipno in izrazito povedanje [Ca']; je
sovpadalo z izrazitim zmanjSanjem mobilnosti mesickov. Med postopnim
zmanjievanjem [Ca®']; proti bazalni ravni se je mobilnost mesickov deloma vrnila
na osnovno raven. Stevilo z ATP izzvanih sekrecijskih dogodkov je bilo manjse v
PSIAE9 kot v kontrolnih astrocitih, domnevno zaradi zmanjSane mobilnosti
mesickov in posledi¢no manj uc¢inkovite dostave mesickov do specifi¢nih celi¢nih
lokalitet. Ugotovljene motnje v transportu astrocitnih mesickov lahko dolgoro¢no
oslabijo ucinkovitost signalizacije s prenasalci glije in prispevajo k nastanku
Alzheimerjeve bolezni.
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AB In the brain, astrocytes provide metabolic and trophic support to neurons. Failure

in executing complex homeostatic functions may contribute to the initiation and
propagation of diseases, including Alzheimer disease (AD). Here, we examined
whether astrocytes, transfected to express mutated presenilin 1 (PSIAEY),
associated with familial AD, exhibit alterations in vesicle traffic and vesicular
peptide release evoked by purinergic calcium signaling. Secretory vesicles were
labelled by astrocyte transfection with plasmid encoding atrial natriuretic peptide
tagged with mutant green fluorescent protein (ANP.emd) or by vesicular glutamate
transporter 1 tagged with enhanced fluorescent protein (VGLUT1-EGFP),
respectively. Fluorescent vesicles were monitored by confocal microscopy and the
motion patterns were analyzed in time sequences of confocal micrographs; in
resting conditions and after ATP application to cells that activated ionotropic and
metabotropic purinoreceptors, and mobilized Ca®* into their cytosol. The
intracellular Ca®* concentration was monitored with fluorescent calcium indicator
Fluo-4. In resting conditions, the mobility (the track length (TL), maximal
displacement (MD), directionality index (DI) and speed) of peptidergic and
glutamatergic vesicles was significantly reduced (p<0.001) in PST1AE9 astrocytes.
Purinergic stimulation evoked biphasic calcium response; ATP-evoked increase in
[Ca?*]; coincided with diminished mobility of secretory vesicles. During the post-
stimulation period, increased [Ca']; diminished and the vesicle mobility partially
restored towards the initial, resting values. The number of ATP-evoked ANP
discharge events was reduced in PS1AE9 astrocytes, likely due to diminished
vesicle mobility resulting in insufficient vesicle delivery towards the specific
cellular locations. Dysfunctional astrocytic vesicle transport on longer term may
reduce the effectiveness of gliosignalling and contribute to the development of
AD.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

[Ca?*]; znotrajceli¢na koncentracija Ca**
ApB -amiloid

AB Alzheimerjeva bolezen

ANP atrijski natriureti¢ni peptid

ANP.emd ANP oznafen z mutiranim zelenim fluorescentnim proteinom (angl. »atrial
natriuretic peptide tagged with emerald fluorescent protein«)

ATP adenozin-3-fosfat

CZS centralni ziveni sistem

DMEM hranilno gojis¢e za astrocite (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's Medium«)

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

EGFP okrepljeni zeleni fluorescentni protein (angl. »enchanced green fluorescent
protein«)

ER endoplazemski retikulum

FAB familiarni tip Alzheimerjeve bolezni

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

GABA y-aminomaslena kislina

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

LTX transfekcijski reagent (angl. »Lipofectamine LTX«)

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

PS1 presenilin 1

PSIAE9 mutacija presenilina 1 z delecijo 9. eksona
pPS2 presenilin 2
VGLUT1 glutamatni prenasalec membrane mes$i¢ka 1 (angl. »vesicular glutamate transporter

1«)
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1UVOD

Astrociti so heterogene celice glije v osrednjem zivénem sistemu sesalcev, ki zagotavljajo
presnovno in trofiéno podporo nevronom. Motnje in/ali odpovedi astrocitnih funkcij lahko
vodijo do nastanka nevrodegenerativnih bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen (AB), za
katero je znacilen propad nevronov v ¢asovnem obdobju vec let. Alzheimerjeva bolezen je
napredujoca, nepovratna in usodna bolezen, ki prizadene kognitivne zmogljivosti ¢loveka.
Kljuéni histopatoloski znaki AB so fokalni zunajceli¢ni depoziti B-amiloida (AB) v
mozganovini poimenovani amiloidni plaki ali senilne lehe in kopicenje nevrofibrilarnih
pentelj iz hiperfosforiliranega proteina tau v nevronih (Selkoe, 2001). AB je veéinoma
sporadi¢na in se pojavi v pozni starosti (>65 let), v malostevilnih primeri pa lahko nastopi
zgodaj in je gensko podedovana (t. i. familiarna AB). V 40 % znanih primerov so nasli
mutirane gene za presenilin 1 (PS1) in presenilin 2 (PS2) (Tandon in Fraser, 2002).

Presenilini so splo$no izrazeni proteini, vsajeni v . membrano endoplazemskega retikuluma
(ER) in Golgijevega aparata, in tvorijo kataliti¢no podenoto y-sekretaze, ki cepi amiloidni
prekurzorski protein v B-amiloid. Mutacije presenilinov spremenijo procesiranje
amiloidnega prekurzorskega proteina na eni in kalcijevo signalizacijo celic na drugi strani
(Smith in sod., 2005), saj so holoproteini presenilinov tudi pasivni kalcijevi kanali v
membranah ER (Tu in sod., 2006).

Citosolni Ca®* v astrocitih so-uravnava 3tevilne funkcije, kot so mitogeni odziv celic na
rastne faktorje (bradikinin, S100B), odziv na Ziv€ne prenasalce (glutamat in ATP),
izrazanje genov, mobilnost sekrecijskih mesickov (Stenovec in sod., 2014) in izloCanje
prenasalcev glije (glutamat, ATP, D-serin in sekrecijski peptidi) (Parpura in Zorec, 2010;
Gucek in sod., 2012). Se ve¢, znotrajceli¢ni kalcijevi valovi v astrocitih lahko modulirajo
aktivnost nevronov in vplivajo na njihovo prezivetje (Mattson in Chan, 2003).

V nalogi smo raziskali vpliv mutiranega presenilina 1 (PSI4E9) na ucinkovitost
znotrajcelicnega transporta astrocitnih mesickov v mirovanju in po drazenju celic ter
ocenili spremembe v jakosti izzvanega sekrecijskega odziva astrocitov podgane v kulturi.
Na$ namen je bil opraviti funkcionalno karakterizacijo sekrecijskih mesi¢kov astrocitov,
ugotoviti vpliv izrazanja PSIAE9 na mobilnost ter izzvano eksocitotsko/sekrecijsko
aktivnost meSickov s prenasalci glije.

Glede na zastavljene delovne hipoteze priCakujemo, da bomo z rezultati raziskave
prispevali k boljsemu razumevanje vpliva mutacije PSI4E9, ki jo povezujejo z zgodnjim
nastopom familiarnega tipa Alzheimerjeve bolezni, na mobilnost in sekrecijsko aktivnost
peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesi¢kov v astrocitih.



Smoli¢ T. Vpliv ekspresije ... PSIAE9 na mobilnost in sekrecijsko aktivnost astrocitov podgane v kulturi.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2016

2 PREGLED OBJAV

2.1 ASTROCITI

Astrociti so specializirane celice glije, ki so-uravnavanjo delovanje osrednjega Zivénega
sistema (CZS) (Parpura in sod., 1995; Haydon, 2001; Christopherson, 2005), iz
zunajceli¢nega okolja privzemajo in vanj izlocajo razli¢ne snovi, ki vplivajo na fiziologijo
nevronov in na prenos zivénih signalov (Martin, 1992; Parpura in sod., 1995; Haydon,
2001; Nedergaard in sod., 2003). Razumevanje mehanizmov komunikacije med astrociti in
sosednjimi celicami, zlasti nevroni, je klju¢nega pomena za razumevanje delovanja
mozganov.

2.1.1 Glavne znacilnosti in funkcije astrocitov

Astrociti v CZS sesalcev S0 po §tevilu primerljivi z nevroni in so kljuénega pomena za
normalno delovanje CZS in igrajo vlogo Vv sinapticnem prenosu ter dvosmerni
komunikaciji z nevroni (Sofroniew in Vinters, 2010). So izrazito heterogene celice z
zvezdasto obliko. Glede na anatomsko lokacijo in celicno morfologijo jih delimo na
protoplazemske, ki imajo Stevilne kratke, debele in zelo razvejane izrastke ter zapolnjujejo
sivino CZS in fibrilarne astrocite, ki imajo daljse, vlaknaste in manj razvejane izrastke ter
zapolnjujejo belino CZS (Cajal, 1909). Skupaj z nevroni in drugimi celicami glije tvorijo
presledkovne stike, obdajajo sinapse in Ranvierove zazemke (Peters in sod., 1991).

Astrociti z izrastki obdajajo mozganske Zile in skupaj z endotelijskimi celicami, bazalno
lamino in perivaskularnimi periciti sooblikujejo t.i. krvno-mozgansko bariero (Abbott in
sod., 2006; Ballabh in sod., 2004). Z izloCanjem prostaglandinov, dusikovega monoksida
in arahidonske kisline sodelujejo pri uravnavanju lokalnega pretoka krvi v CZS (Gordon in
sod., 2007; ladecola in Nedergaard, 2007). Perisinapti¢ni astrociti uravnavajo ionsko
ravnovesje, pH, homeostazo zivénih prenasalcev in vode (preko akvaporina 4) (Seifert in
sod., 2006; Simard in Nedergaard, 2004; Zador in sod., 2009). V sinapti¢nem prenosu
sodelujejo z izlo¢anjem prenasalcev glije, kot so glutamat, purini (ATP in adenozin),
GABA in D-serin, ki se sprostijo iz astrocitov zaradi povecanja [Ca?']; in lahko vplivajo na
vzdraznost nevronov (Halassa in sod., 2007; Nedergaard in sod., 2003; Perea in sod., 2009;
Shigetomi in sod., 2008). Tovrstna spoznanja o vlogi astrocitov so vodila do oblikovanja
hipoteze o t. i. tripartitni sinapsi, v kateri je poleg pre- in postsinapticnega nevrona
soudelezen tudi perisinapticni astrocit (Araque in sod., 1999; Halassa in sod., 2007; Perea
in sod., 2009).

.....

izlo¢ajo lahko laktat, ki ga privzamejo nevroni ter odstranjujejo produkte presnove iz
beline in sivine mozganov (Peters in sod., 1991; Phelps, 1972). So klju¢nega pomena za
vzdrzevanje homeostaze Zivénih prenasalcev. Iz sinaptiCnega prostora odstranjujejo
glutamat in preprecijo njegovo nevrotoksi¢nost tako, da ga s pomocjo glutaminske
sintetaze pretvarjajo v netoksi¢ni glutamin (Martinez-Hernandez in sod., 1977).
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2.2 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN IN PRESENILINI

2.2.1 Alzheimerjeva bolezen

Alzheimerjeva bolezen (AB) je napredujoca, nepovratna in usodna nevrodegenerativna
bolezen, ki prizadene kognitivne zmogljivosti ¢loveka; je najpogostejsi vzrok demence pri
odraslih (Selkoe, 2001). Klini¢ne znacilnosti Alzheimerjeve bolezni obsegajo upad
spomina, predvsem kratkoro¢nega in delovnega, apatijo, depresijo, omejeno razsodnost,
dezorientacijo, zmedenost, pogoste spremembe v razpolozenju in otezen govor, poziranje
ter hojo. Kljuéni patoloski znaki AB SO obsezna nevrodegeneracija medianega
temporalnega reznja (predvsem hipokampusa), parietalnega reznja, doloc¢enih predelov
sprednjega reznja in cingulatnega girusa (Giannakopoulus in sod., 2009; Wenk, 2003); v
mozganovini so znacilni fokalni zunajceli¢ni depoziti f-amiloida poimenovani amiloidni
plaki ali senilne lehe in kopiéenje nevrofibrilarnih pentelj iz hiperfosforiliranega proteina
tau v nevronih (Selkoe, 2001).

Degeneracija in zmanjSanje Stevila sinaps nastopita pred propadom nevronov (DeKosky in
Scheff, 1990; Scheff in sod., 1991) in sta pri€akovano povezana z usihanjem umskih
sposobnosti ¢loveka. Nevrodegeneracija domnevno poteka postopoma in demenca verjetno
odraza le kon¢ni stadij nakopicenih patoloskih sprememb, ki se lahko zaénejo pojavljati
celo desetletje (ali ve¢) pred nastopom klini¢nih znakov (Jack in sod., 2010). Po trenutno
uveljavljenem mnenju strokovnjakov, nevrodegeneracija odraza specifiécne okvare
nevronov. Alternativno lahko nastopi z odpovedjo astroglije, ki je kljuénega pomena za
vzdrzevanje homeostaze v mozganih (celicne, mikroarhitekturne, vaskularne, presnovne,
zivénih prenasalcev, ionske) (Terry, 2000; Giaume in sod., 2007; Kano in Hashimoto,
2009; Heneka in sod., 2010; Nedergaard in sod., 2010).

Brookmeyer in sod. (2007) navajajo, da za Alzheimerjevo boleznijo v svetovnem merilu
boleha 27 milijonov ljudi. Zdravila oziroma terapije, ki bi bolezen uspesno ozdravila ali
upocasnila njeno napredovanje, trenutno Se ne poznamo, zato napovedujejo, da se bo
Stevilo obolelih za AB do leta 2050 pocetverilo.

Vecina primerov AB je sporadi¢nih in se pojavi v pozni starosti (nad 60 let). V
malostevilnih primerih lahko bolezen nastopi zgodaj in je genetsko podedovana, t.i.
familiarna AB (FAB). V 40 % znanih primerov FAB so nasli mutirane gene za presenilin 1
(PS1) in presenilin 2 (PS2) (Tandon in Fraser, 2002).

2.2.2 Presenilini

Presenilini so evolucijsko ohranjeni transmembranski proteini, ki spadajo v druzino
aspartatnin proteaz in so udelezeni pri uravnhavani intramembranski proteolizi (angl.
»regulated intramembrane proteolysis«, RIP), mehanizmu cepitve peptidnih vezi v
proteinih znotraj lipidnega dvosloja (Brown in sod., 2000; Urban in sod., 2002). Vpleteni
so tudi v uravnavanje B-kateninov, signalno transdukcijo, adhezijo celic, transport
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proteinov, apoptozo, sinapti¢no plasti¢nost, fosforilacijo proteina tau in homeostazo kalcija
(Hass in sod., 2009).

PS1 in PS2 sesalcev sta zelo podobna proteina, katerih gena sta zapisana na 14. (14q24.3)
in 1. kromosomu (1g42.2) (De Strooper in sod., 2012). mRNA obeh genov sestavlja 10
eksonov, ki so podvrzeni tkivno specificnemu alternativnemu izrezovanju (Tandon in
Fraser, 2002). Do danes so identificirali preko 180 razli¢nih druga¢nosmiselnih mutacij
(angl. »missense mutations«) v genu za PS1 in 20 mutacij v genu za PS2, ki lahko vodijo v
pojav FAB (Bezprozvanny, 2013).

Presenilini sesalcev so holoproteini z molekulsko maso 50 kDa, polipeptidna veriga
domnevno devetkrat prehaja membrano endoplazemskega retikuluma (ER) (Laudon in
sod., 2005). Po sintezi so podvrzeni endoproteolizi v znotrajceli¢ni zanki med Sestim in
sedmim transmembranskim segmentom; nastaneta ~30 kDa N-terminalni fragment
usmerjen v citosol in ~20 kDa C-terminalni fragment usmerjen v lumen ER, oba ostaneta
povezana kot heterodimer (De Strooper in sod., 2012).

C-terminalni konec

N-terminalni konec

Slika 1: Shematski prikaz presenilina 1 (PS1) sesalcev (Povzeto in prirejeno po Honarnejad in Herms,
2012: 1984). Holoprotein PS1 v membrani ER domnevno tvori 9 transmembranskih (TM1-9) obmodij.
Polipeptidna veriga PS1 je podvrzena endoproteolizi v predelu znotrajceli¢ne zanke med segmentoma TM6
in TM7, tako, da nastaneta N- in C-terminalni fragment.

Skupaj z nikastrinom, Aph-1 (angl. »anterior pharynx defective 1«) in Pen-2 (angl.
»presenilins enhancer 2«) tvorita multimerni kompleks z y-sekretazno aktivnostjo, ki se
prenese do povrSine celice in endosomalnih struktur za cepitev transmembranskih
proteinov tipa I, kot so Notch in amiloidni prekurzorski protein (APP). y-sekretaza cepi
APP do B-amiloida (AB), ki v mozganih AB tvori amiloidne plake. Skladno z vlogo
presenilinov kot katalitiéno podenoto y-sekretaze lahko zaklju¢imo (De Strooper in sod.,
1998; Wolfe in sod., 1999), da FAB mutacije v genih za preseniline vplivajo na
procesiranje  APP (Tu in sod., 2006). Spremenjeno proteoliticno procesiranje f3-
amiloidnega prekurzorskega proteina privede do povecanega kopicenja hidrofobnega 3-
amiloida z 42 aminokislinskimi ostanki, ki ima vecjo teznjo h agregaciji in je v primerjavi
s krajsim, 40 aminokislinskim B-amiloidom, tudi bolj toksi¢en (Mattson, 1997).
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Mutant presenilina 1 (PS14E9), na katerega smo se omejili v nasem delu, je posledica
insercije 18 nukleotidov v intronu 8 (TGGAATTTTGTGCTGTTG), ki privede do izgube
prepisa eksona 9. PSIAE9 v transgeni miSi (Lee in sod., 1996) ni podvrzen
endoproteolitiénemu procesiranju, prav tako ne v celicah v kulturi (Thinakaran in sod.,
1996).

Tu in sod. (2006) so mnenja, da lahko presenilini kot holoproteini v membranah ER tvorijo
pasivne Ca’* kanale, zato mutacije FAB presenilinov vplivajo na prevodnost kalcijevih
ionov. S poskusi na planarnih lipidnih membranah so dokazali, da je mutant FAB PSIAE9
kanal z veliko prevodnostjo za dvovalentne ione (vecjo od prevodnosti divjega tipa PS1),
kar nakazuje, da je mutant PSIAE9 bolj prepusten kalcijev kanal. Pove&ano puiéanje Ca®*
zaradi mutiranega presenilina je skladno z izmerjeno poveano bazalno [Ca®']; v
transfeciranih nevroblastomskih celicah SH-SY5Y (Cedazo-Minguez in sod., 2002).

2.3 KALCIJEVA VZDRAZNOST V ASTROCITIH IN VPLETENOST PRESENILINOV

Astrociti so elektri¢no nevzdrazne celice, t.j. ne prozijo akcijskih potencialov kot nevroni,
Ceprav na povrSini izrazajo kalijeve in natrijeve kanale (Seifert in sod., 2006). Astrociti se
na fizioloske drazljaje odzivajo s prehodnim povecanjem znotrajceliéne koncentracije
prostih kalcijevih ionov ([Ca®*]), t.j. imajo vzdraZen citosol; povecana [Ca?']; lahko sprozi
uravnavano eksocitozo prenaSalcev glije. Kalcijeva vzdraznost se preko presledkovnih
stikov (angl. »gap junctions«), ki jih tvorijo koneksini (angl. »connexins«) razsiri tudi na
sosednije astrocite. Na prehodno povecanje [Ca®]; lahko vplivajo tudi nevroni z izloanjem
zivénih prenasalcev (glutamata in purinov) (Halasa in sod., 2007; Nedergaard in sod.,
2003; Perea in sod., 2009; Shigetomi in sod., 2008; Volterra in Meldolesi, 2005) .

Glavni rezervoar znotrajceliénega Ca?* v astrocitin je endoplazemski retikulum (ER);
koncentracija kalcija v lumnu ER je 0,2-1,0 mM, v citosolu astrocita v mirovanju pa ~50-
100 nM (Parpura in Verkhratsky, 2012a).

Astrociti na povrsini izrazajo Stevilne receptorje, med drugimi z G-proteini sklopljene
receptorje z visoko afiniteto (angl. »high affinity G protein-coupled receptors«, GPCR)
(Agulhon in sod., 2008; Parpura in Verkhratsky, 2012b; Zorec in sod., 2012). G-proteini se
med seboj razlikujejo po podenotah, ki ob aktivaciji omogocijo razlicne celi¢ne odzive.
Aktivacija Gq podenote aktivira fosfolipazo C (PLC), ki hidrolizira fosfoinozitol difosfat
(PIP;) do diacil glicerola (DAG) in inozitol trifosfata (IP3) (Kreft in sod., 2016). Kalcijevi
ioni se izlo¢ajo iz ER skozi inozitol-1,4,5-trifosfatne (IP3)- in/ali rianodinske receptorje
(Golovina in Blaustein, 1997). Vezava IP3 na IP3 receptorje v membrani ER (Hua in sod.,
2004) ali celo na sekrecijskih mesickih (Hur in sod., 2010) omogo&i sprodanje Ca?* iz
znotrajceli¢nih zalog in povedanje [Ca®']; (Kreft in sod., 2016). Ca** vstopajo v lumen ER
skozi &rpalko SERCA (angl. »sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase«)
(Honarnejad in Herms, 2012). K pove&anju [Ca?*]; lahko prispevajo tudi mitohondriji. Ca®*
lahko vstopi v astrocit iz zunajcelicnega prostora (Parpura in sod., 2011) skozi napetostno
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odvisne Ca?*-kanale (MacVicar in sod., 1984; Parri in Crunelli, 2001; Latour in sod.,
2003), ionotropne receptorje (Lalo in sod., 2011), Na*/Ca?* izmenjevalec NCX (Reyes in
sod., 2012) in skozi kompleks, ki se aktivira ob nizkih koncentracijah Ca** v ER (angl.
»store-operated calcium channels«, SOCC), kjer so klju¢nega pomena zlasti kanali TRP
(angl. »transient receptor potential«) (Malarkey in sod., 2008).

Kompleksna kalcijeva signalizacija v astrocitih lahko vpliva na transport meSi¢kov in/ali
sekrecijo prenasalcev glije (Stenovec in sod., 2014).

Odkar so preseniline povezali s pojavom Alzheimerjeve bolezni, so le-ti srz Stevilnih
raziskovalnih naporov (Supnet in Bezprozvanny, 2011). Okvare v PS1 vodijo v
spremenjeno znotrajceliéno Kkalcijevo signalizacijo (Ito in sod., 1994). V novejsih
raziskavah so mutacije PS1 povezali s pridobljeno funkcijo aktivacije IP3 kanalov in
posledi¢no povecanim sproséanjem kalcija iz ER (Cheung in sod., 2010). Pove¢ano
izrazanje rianodinskih receptorjev, ki posreduje povecano sproséanje kalcijevih ionov, so
ugotovili tudi v mozganih transgenih misi z mutacijo v genu za PS1 (Stutzmann in sod.,
2006). Poleg tega PS1 deluje tudi kot pasivni kanal v membrani ER prepusten za Ca";
nekatere mutacije v holoproteinu PS1 pa naj bi puSfanje onemogocile in povzroCile
prebitek Ca?* v lumnu ER ter obsezno aktivacijo IP3 receptorjev (Supnet in Bezprozvanny,
2011).

g

3
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Slika 2: Uravnavanje Ca®* homeostaze v normalnih astrocitih (fiziolo§ko) in astrocitih z mutiranim
presenilinom (patolo$ko stanje) (Povzeto in prirejeno po Honarnejad in Herms, 2012: 1984). Koncentracija
kalcija v ER je priblizno 1000-krat ve¢ja v primerjavi s citosolno koncentracijo. Mutacije v presenilinih, ki
jih povezujejo z FAB (spodnja polovica slike), potencirajo spros¢anje Ca?* skozi IP; receptorje (IPsR) in
rianodinske receptorje (RyR), povecajo izrazanje RyR in aktivnost fosfolipaze C (PLC) ter sintezo IPs.
Ojacajo tudi delovanje ¢rpalke SERCA in zmanjsajo kapacitivni vstop kalcija preko SOCC. Zgornja polovica
slike prikazuje obicajno fiziologko uravnavanje Ca®*, kjer lahko presenilinski holoproteini delujejo kot
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pasivni kalcijevi kanali. Ve¢ina FAB mutacij v presenilinih vodi v izgubo te funkcije. Smer in velikost puséic
ustrezata smeri in koli¢ini mobilizacije Ca®*.

2.4 SEKRECIISKI MESICKI IN URAVNAVANA EKSOCITOZA V ASTROCITIH

2.4.1 Eksocitoza

Eksocitoza je kompleksen, mnogostopenjski proces, med katerim se membrana mesicka
zlije s plazmalemo; snovi vskladis¢ene v svetlini mesicka se nato lahko difuzijsko izlo¢ijo
v zunajceli¢ni prostor (Vardjan in sod., 2010; Spang in sod., 2015). Ucinkovitost
eksocitoze temelji na usmerjenem transportu mesickov do plazmaleme in njihovem zlitju z
njo (Verkhratsky in sod., 2015b). Eksocitoza je klju¢nega pomena za medceli¢no
komunikacijo in izmenjavo snovi v vegini evkariontskih celic. Uravnavajo jo prosti Ca®* v
citosolu; poteka v mirovanju (t.i. konstitutivna eksocitoza) ali kot odziv celice na drazenje
(t.i. uravnavana eksocitoza) (Kasai in sod., 2012).

Uravnavana eksocitoza v nevronih je kljuénega pomena za spro$¢anje zivénih prenasalcev
v kemiénih sinapsah. Zlivanje me$i¢kov s plazmalemo omogoc¢a evolucijsko ohranjen
kompleks proteinov SNARE (angl. »soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor«) (Sollner in sod., 1993). Eksocitoza v astrocitih se od eksocitoze v
nevronih razlikuje glede na prostorsko ureditev, kinetiko in molekulske mehanizme
(Verkhratsky in sod., 2015b). Astrocitni kompleks SNARE tako sestavljajo sinaptobrevin 2
v membrani meSicka in sintaksin 1 ter SNAP-23 v plazmalemi (Verkhratsky in sod.,
2015b).

2.4.2 Citoskelet

Citoskelet in motorni proteini so klju¢nega pomena za znotrajceli¢ni transport organelov v
evkariontskih celicah (Chang in Goldman, 2004). Hiter transport znotrajceli¢nih mesi¢kov
omogocajo motorni proteini in omrezje mikrotubulov ter aktinskih filamentov (Buss in
sod., 2004). Tako v nevronih (Grafstein in Forman, 1980; Squire in sod., 2003) kot v
astrocitih (Potokar in sod., 2005; Potokar in sod., 2007) je transport vzdolZz mikrotubulov
razmeroma hiter. Citoskelet v astrocitih sooblikujejo tudi intermediarni filamenti, ki za
razliko od mikrotubulov in aktinskih filamentov, nimajo encimske aktivnosti, njihova
vloga v astrocitnem transportu v celoti Se ni pojasnjena (Chang in Goldman, 2004
Eliasson in sod., 1999; Pekny in Pekna, 2004). VzdrZzevali naj bi predvsem mehansko
stabilnost in obliko celice ter zagotavljali ogrodje za porazdelitev citoplazme in organelov
(Eriksson in sod., 2004).

Poleg kinezinov in dineinov (molekulski motorji), ki prenasajo tovor vzdolz mikrotubulov,
lahko najdemo v astrocitih sesalcev tudi razlicne miozine (izotipe I, Il, V in VI), ki
prenasajo tovor vzdolz aktinskih filamentov (Phelps in sod., 2003).
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Presenilini interagirajo z mikrotubuli in mikrofilamenti, zato lahko mutacije v genih za
PS1 v primeru FAB povzroCijo motnje v potovanju sekrecijskih mesickov zaradi
destabilizacije omrezja citoskeleta (Pigino in sod., 2001).

V astrocitih so opazili dva temeljna tipa mobilnosti mesickov (Potokar in sod., 2005):
neusmerjeno, ki najverjetneje odraza prosto difuzijo in usmerjeno, ki poteka s pomocjo
molekulskih motorjev ob elementih citoskeleta (Tvarusko in sod., 1999). Vpogled v
transport astrocitnih mesi¢kov je odprl nov pogled na vlogo astrocitov v delovanju
mozganov (Potokar in sod., 2013). Astrociti komunicirajo s sosednjimi celicami s pomo¢jo
eksocitotskega sproscanja prenasalcev glije iz posameznih mesi¢kov (Gucek in sod., 2012;
Parpura in Zorec, 2010). Ucinkovitost astrocitne komunikacije temelji na neokrnjenem
znotrajcelicnem transportu sekrecijskih mesi¢kov, ki zagotavlja dostavo materiala,
vskladiScenega v svetlini ali v membrani meSi¢kov, do plazmaleme (Vardjan in sod.,

2012).

V posmrtnem ¢loveSskem tkivu obolelih za AB so nasli hipertrofirane astrocite in pogosto
povecano raven GFAP (angl. »glial fibrillary acidic protein«), eno od komponent
intermediarnih filamentov, in S100p, protein ki veze Ca?* (Beach in McGeer, 1988; Griffin
in sod., 1989; Mrak in Griffin, 2005; Nagele in sod., 2004; Verkhratsky in sod., 2015a). V
zivalskem modelu familiarne AB so poleg hipertrofije opazili tudi atrofijo astrocitov v
hipokampusu in prefrontalni ter entorinalni skorji (Kulijewicz-Nawrot in sod., 2012;
Olabarria in sod., 2010, 2011; Yeh in sod., 2011); spremembi sta nastopili pred pojavom
senilnih plakov, entorinalna skorja je prva podvrzena spremembam v AB (Yeh in sod.,
2011). Atrofija astrocitov pricakovano otezi izvajanje podpore nevronom, kar lahko vodi
do motenj v sinapsah, neravnovesja zivénih prenasalcev in smrti nevronov zaradi
ekscitotoksi¢nosti (Hynd in sod., 2004). Atrofija astrocitov lahko odraza spremenjeno
funkcionalno arhitekturo astrocitov in nakazuje na okrnjen znotrajceli¢ni transport
mesic¢kov, ki je nujno potreben za nemoteno medceli¢no signalizacijo (Stenovec in sod.,
2016). Astrociti med seboj komunicirajo preko sprosc¢anja prenasalcev glije iz meSickov
(Gucek in sod., 2012; Parpura in Zorec, 2010); komunikacija je neposredno odvisna od
nemotenega transporta mesSi¢kov, ki zagotavlja pocasno vendar neprekinjeno dostavo
tovora v lumnu in/ali membrani mesicka proti plazmalemi (Stenovec in sod., 2016).

2.4.3 Peptidergicni sekrecijski meSicki v astrocitih

natriureticnim peptidom (ANP), ki je bil eden izmed prvih raziskanih peptidnih kemi¢nih
prenasalcev v procesu eksocitoze (Zorec in sod., 2016). ANP je polipeptid z mocnimi
vazodilatacijskimi ucinki, vpleten je tudi v uravnavanje pretoka krvi v misicah in privzem
kisika med telesno vadbo (Rud in sod., 2012).

ANP v mozganskih celicah je vskladis¢en v sekrecijskih mesickih, iz katerih se izlo¢i kot
peptid iz 24-25 aminokislinskih ostankov. Njegova vsebnost v astrocitih se znacilno
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poveca po mozganski kapi (Nogami in sod., 2001), kar nakazuje na njegovo viogo v
uravnavanju krvnega pretoka v mozganih (Kreft in sod., 2009). Okvara receptorjev ANP
povzro¢i tudi inhibicijo zaznave vnosa soli v telo (Blackburn in sod., 1995). Astrocitna
sekrecija ANP poteka z od Ca**-odvisno eksocitozo mesickov (Krzan in sod., 2003; Kreft
in sod., 2009).

2.4.4 Glutamatergi¢ni sekrecijski mesic¢ki v astrocitih

L-glutamat je amino kislina z vlogo prevladujocega ekscitatornega Zivénega prenasalca v
CZS. V astrocitih se lahko sintetizira de novo iz a-ketoglutarata (Hertz in sod., 1999) s
pomocjo, za astrocite specificnega encima, piruvatne karboksilaze. Aspartatna
aminotransferaza transaminirac-ketoglutarat (aspartat je donor aminske skupine), pri
Cemer nastane glutamat, ki se prenese v citosol. Alternativno se glutamat tvori iz a-
ketoglutarata in alanina s pomocjo encima alaninske aminotransferaze. Citoplazemski
glutamat se nato precrpa v sekrecijske meSicke s pomoc¢jo membranskega glutamatnega
prenasalca (VGLUT) in z izzvano eksocitozo izloci v sinapti¢no $pranjo (Liguz-Lecznar in
Skangiel-Kramska, 2007).

Kopicenje glutamata v zunajceli¢nem prostoru ima lahko toksi¢ne u¢inke za nevrone (Choi
in sod., 1987), zato je uéinkovito odstranjevanje glutamata iz zunajceli¢nine kljuénega
pomena za prezivetje nevronov. Homeostazo glutamata vzdrzujejo 3 visoko homologne
izooblike VGLUT, ki se mo¢no izrazajo vV celotnem zivénem sistemu (Liguz-Lecznar in
Skangiel-Kramska, 2007). VGLUT1 se nahaja v novi mozganski skorji (1.-3. sloju),
entorinalni in piriformni skorji, hipokampusu, amigdali in subikulumu. V malih mozganih
se izraza v t.i. paralelnih vlaknih (Liguz-Lecznar in Skangiel-Kramska, 2007).

VGLUTI mesicki v astrocitih podgan so majhni in elektronsko presevni, s premerom ~30
nm in situ (Bezzi in sod., 2004) in ~50 nm po recikliranju (Stenovec in sod., 2007),
porocajo tudi o mesickih vegje velikosti (Chen in sod., 2005; Malarkey in Parpura, 2011).
Izmerjeni premeri VGLUT1 mesickov se verjetno razlikujejo zaradi razli¢nih tehnik
mikroskopiranja in dela raziskovalcev (Kreft in sod., 2016). Stenovec in sod. (2007) so
prisli do presenetljive ugotovitve, da se spontana mobilnost recikliranih glutamatergic¢nih
mesickov poveca ob drazenju astrocitov. V prisotnosti pufra BAPTA-AM, ki je kelator
Ca®* ionov, do tega pojava ne pride (Kreft in sod., 2016). Transport glutamatergi¢nih
mesickov najverjetneje poteka ob mikrotubulih in aktinskih ter vimentinskih filamentih (tip
intermediarnih filamentov); motnje v organizaciji aktina zmanj$ajo njihovo mobilnost
(Stenovec in sod., 2007).
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2.5 NAMEN DELA
V magistrski nalogi smo raziskali vpliv mutanta PSI4E9, ki je so-udelezen v nastanku

familiarnega tipa Alzheimerjeve bolezni na:

1. ucinkovitost znotrajcelicnega transporta astrocitnih mesickov v mirovanju in po
drazenju celic s sekretagogom ATP in
2. jakost izzvanega eksocitotskega/sekrecijskega odziva astrocitov podgane v kulturi.
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3MATERIAL IN METODE
3.1 GOJISCA IN RAZTOPINE

3.1.1 Hranilno gojis¢e za astrocite

Hranilno gojis¢e smo pripravili iz DMEM-a (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's
Medium«) s 4500 mg/l D-glukoze, ki smo mu dodali 10 % fetalnega seruma goveda, FBS
(angl. »Fetal Bovine Serum«), 1 mM Na-piruvat, 2 mM L-glutamin in 50 pg/ml zmesi
antibiotikov penicilina in streptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA).

3.1.2 Lipofekcijsko gojisce
Lipofekcijsko gojisc¢e smo pripravili iz gojiséa DMEM s 4500 mg/l D-glukoze, kateremu
smo dodali 1 mM Na-piruvat in 2 mM L-glutamin.

3.1.3 Zunajceli¢na raztopina za astrocite

Za pripravo zunajceli¢ne raztopine smo uporabili 130 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM D-glukozo in 10 mM pufer HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansulfonska kislina). Raztopino smo titrirali z NaOH do pH 7,2. Konc¢na
osmolarnost raztopine je bila 300 mOsm, kar smo preverili z osmometrom (Osmomat030,
Gonotec GmbH, Nemcija).

3.1.4 ZaloZna raztopina ATP
Zalozno raztopino ATP smo pripravili iz zunajcelicne raztopine, ki smo ji do konc¢ne
koncentracije 600 uM dodali 165 mM ATP (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA).

3.1.5 Plazmidi

3.1.5.1 Plazmid ANP.emd

Plazmid ANP.emd Kkodira zapis za atrijski natriuretiéni peptid (ANP), ki je na C-
terminalnem koncu oznafen z mutiranim zelenim fluorescentnim proteinom Emerald.
Plazmid je darilo dr. Eda Levitana, Univerza v Pittsburghu, PA, ZDA.

3.1.5.2 Plazmid VGLUT1-EGFP

Plazmid VGLUT1-EGFP kodira zapis za fuzijski protein glutamatnega prenasalca
membrane meSicka (VGLUTI), ki je oznacen z okrepljenim zelenim fluorescentnim
proteinom. Plazmid je darilo dr. Sarah El Mestikawy, INSERM U513, Creteil Cedex,
Francija.

3.1.5.3 Plazmid PS1AE9
Plazmid PS1AE9 kodira zapis za mutirani presenilin 1 (PS1AE9). Plazmid je darilo dr.
Ilyje Bezprozvannyja, UT Southwestern Medical Center, Dallas, TX, ZDA.
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3.2 PRIPRAVA KROVNIH STEKELC PREMAZANIH S POLI-L-LIZINOM (PLL)
Okrogla krovna stekelca s premerom 22 mm (Propper Manufacturing, New York, ZDA)
smo sterilizirali v mikrovalovni pecici (7-10 min), razmastili v 70 % etanolu (15 min) in
dvakrat sprali z redestilirano vodo. V nadaljevanju smo krovna stekelca inkubirali (20 min)
v raztopini 10 ug/mL poli-L-lizina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) pri sobni temperaturi.
Po koncani inkubaciji in ponovnemu dvakratnem spiranju v redestilirani vodi smo
prislonili stekelca na manjse petrijevke in jih susili 2-3 ure v laminariju. Suha krovna
stekelca smo namestili v sterilne petrijevke s premerom 35 mm, ovili s parafilmom in do
uporabe hranili v hladilniku (4-6°C).

3.3 CELICNA KULTURA ASTROCITOV

Primarno celi¢no kulturo kortikalnih astrocitov so pripravili sodelavci v laboratoriju za
nevroendokrinologijo in molekulsko celi¢no fiziologijo iz moZganov novorojenih samic
podgan seva Wistar po uveljavljenem postopku (Schwartz in Wilson, 1992). Priprava celic
je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih tkivih, organih in truplih predhodno
usmréenih zivali po 22.a ¢lenu Zakona o zaS¢iti zivali (ZZZiv-UPB2, Ur. List RS, st
38/2013 z dne 3. 5. 2013). Celice v kulturi smo hranili v inkubatorju (HF90, Heal Force,
Kitajska) pri temperaturi 37°C, 95 % relativni zra¢ni vlaznosti in sestavi atmosfere 5 %
CO2/95 % zrak.

3.4 NASADITEV ASTROCITOV NA KROVNA STEKELCA PREMAZANA S PLL

Iz kultivacijske posode s primarno kulturo astrocitov smo odpipetirali hranilno gojisce,
celicam dodali 1,5 ml ogrete raztopine zmesi tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, ZDA\) in inkubirali 5 min pri 37°C. U¢inkovitost odlepljanja celic od podlage posode
smo ocenili pod presevnim svetlobnim mikroskopom po dodatku 1 ml ogretega hranilnega
gojisca za astrocite. Celi¢no suspenzijo smo odpipetirali v dve 1,5 ml centrifugirki in 5 min
centrifugirali pri 900 obratih/min (Centric 150, Tehtnica, Zelezniki, Slovenija). Po
kon¢anem centrifugiranju smo ostranili supernatant in pelet nezno resuspendirali v 0,5 ml
gojisca. 50 ul celicne suspenzije smo nanesli na sredino krovnega stekelca s PLL in po 20-
minutni inkubaciji pri 37°C celice oskrbeli z 2 ml sveZega goji¢a za astrocite. Celice na
krovnih stekelcih smo vzdrZevali v inkubatorju (37°C) do izvedbe poizkusov.

3.5 ENOJNA IN DVOJNA LIPOFEKCIJA ASTROCITOV V KULTURI
Lipofekcijo astrocitov smo izvedli ~24 ur po nasaditvi celic na krovna stekelca s PLL.

Pripravili smo si tri serije 1,5 ml mikrocentrifugirk z ustrezno mesanico reagentov, glede
na Stevilo krovnih stekelc. V sterilni mikrocentrifugirki (1) smo razred¢ili 2 pl reagenta
Lipofectamine LTX (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) v 50 ul lipofekcijskega gojisca
(na krovno stekelce).

Za enojno transfekcijo astrocitov (s fluorescentnim sekrecijskim oznacevalcem ANP.emd
ali VGLUT1-EGFP), smo v sterilni mikrocentrifugirki (2) raztopili 0,8 pg raztopine
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plazmida ANP.emd ali VGLUT1-EGFP in 1 ul reagenta Plus (Life Technologies,
Carlsbad, ZDA) v 50 ul lipofekcijskega gojis¢a (na krovno stekelce).

Za potrebe dvojne transfekcije astrocitov, pDNA PSI1AE9 skupaj s sekrecijskim
fluorescentnim oznacevalcem ANP.emd ali VGLUT1-EGFP, smo v mikrocentrifugirko (3)
raztopili 0,4 ug plazmida PS1AE9 in 0,4 ug plazmida ANP.emd ali VGLUT1-EGFP ter
dodali 1 pl reagenta Plus v 50 ul lipofekcijskega gojisca (na krovno stekelce).

Iz prve mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 50 ul mesanice (za vsako krovno stekelce)
v drugo ali tretjo mikrocentrifugirko, in zmes inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. V
tem Casu smo celice na krovnih stekelcih oskrbeli z 0,9 ml svezega lipofekcijskega gojisca,
jim dodali 0,1 ml lipofekcijske raztopine, previdno premesali, inkubirali 3 h v inkubatorju
in nato dodali Se 30 ul Ultroser G (Pall, Port Washington, ZDA). Naslednji dan smo
transfecirane celice oskrbeli z 2 ml svezega gojisca.

3.6 LASERSKA KONFOKALNA MIKROSKOPIJA

Transfecirane celice smo opazovali 48-72 ur po lipofekciji pod konfokalnim mikroskopom
v realnem casu (LSM 780; Zeiss, Jena, Nem¢ija). Pred mikroskopiranjem smo celice na
krovnem stekelcu sprali z 1 ml ogrete zunajceli¢ne raztopine, vpeli v kamrico, oskrbeli s
400 pl zunajceli¢ne raztopine in prenesli na mizico mikroskopa. Celice smo opazovali
skozi oljno imerzijski plan-apokromatski objektiv 63x/1.40 Oil DIC M27. Konfokalne
mikrografije smo zajemali s frekvenco ~2 Hz. Za vzbujanje fluorescence ANP.emd in
VGLUT1-EGFP smo uporabili argonski laser z valovno dolzino 488 nm in emitirano
svetlobo pasovno filtrirali v obmocju 495-545 nm. Fluorescenco smo zajemali 1 min v
spontanih razmerah in 4 min po drazenju celic s 100 uM ATP.

3.7 ANALIZA MOBILNOSTI IN SEKRECHSKE AKTIVNOSTI EKSOCITOTSKIH
MESICKOV

Casovna zaporedja konfokalnih posnetkov smo izvozili kot datoteke tif v program Particle
TR (Celica, Ljubljana, Slovenija). V posamezni celici smo izbrali 40 fluorescentnih
mesi¢kov v primeru konstrukta ANP.emd ali 20 mesi¢kov v primeru VGLUT1-EGFP ter
ro¢no in/ali avtomatsko sledili njihovim premikom v zaporedju 125 oziroma 375
mikrografij oziroma dokler je bil mesicek Se viden. S pomocjo pridobljenih koordinat
posameznih mesickov v zaporedju mikrografij smo izracunali ve¢ parametrov mobilnosti v
15-sekundnih obdobjih:

e celotno pot (angl. »track length«, TL),

e najvecji odmik na poti v 15 s (angl. »maximal displacement«, MD),

e indeks usmerjenosti (angl. »directionality index«, DI), ki smo ga izracunali kot
MD/TL. DI je brezenotna vrednost v razponu 0-1,

e hitrost, ki smo jo izracunali kot TL/Cas.
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Slika 3: Prikaz analize mobilnosti fluorescentnih meSi¢kov. (A) 3D Gaussova krivulja (zgoraj), ki jo
program Track2 (ParticleTR, Celica, Slovenija) prilagodi na fluorescentno podobo mesicka v konfokalni
mikrografiji (spodaj) in dolo¢i koordinate (x,y) vrha krivulje (lego mesicka) v izbranem casu. (B) Prikaz x, y
koordinat gibljivega peptidergi¢nega mesicka v 15-sekundnem obdobju. (C) Rekonstrukcija prepotovane poti
mesicka, ki je prikazan v panelu A. Izmerimo lahko dolZino poti (TL; ¢rna ¢rta) in najvecji odmik na poti
(MD; siva daljica) mesSicka.

Sekrecijsko aktivnost posameznih meSickov z ANP.emd smo kvantificirali v okroglem
analititnem obmod&ju (2r=12 pikslov, x=0.088 pm, $S=0.09 pm?), v katerem smo izmerili
povprecno spremembo intenzitete fluorescence (v A.U.) v Casu, na mestu zlitja meSicka v
celici. Z lastnim programom Egfpa za MATLAB (MathWorks, Natick, MA, ZDA) smo
nato izmerili ¢as (tgo-20%), V Katerem se je intenziteta fluorescence zmanjsala od 80 % do 20
% najvecje intenzitete.

3.8 FLUORIMETRICNE MERITVE ZNOTRAJCELICNE KONCENTRACIE
KALCHEVIH IONOV Z INDIKATORJEM FLUO-4

V gojisée (1 ml) z astrociti smo dodali 5 pl 1 mM raztopine Fluo-4 (Molecular Probes,
Eugene, ZDA) in 30 min inkubirali v temi pri sobni temperaturi. Nato smo odstranili
gojisce, celice enkrat sprali in jih oskrbeli z 1 ml zunajcelicne raztopine ter nadalje
inkubirali 30 min v temi pri sobni temperaturi. Stekelca z obarvanimi celicami smo
namestili v kamrico (kot v tocki Laserska konfokalna mikroskopija) in astrocite opazovali
skozi zrac¢ni plan-apokromatski objektiv 20x/NA 0,8. Fluo-4 smo vzbujali s svetlobo
argonskega laserja z valovno dolzino 488 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali v
obmodcju 495-565 nm. Celice smo opazovali pred (4 min) in med aplikacijo 100 uM
drazilne raztopine ATP (4 min).

Spremembe fluorescence Fluo-4 (v A.U.), ki odraZajo spremembe koncentracije prostih
kalcijevih ionov ([Ca?'];), smo izmerili v 70 astrocitih s programom ZEN2010 v obmo&ju,
ki je obrobilo posamezne celice. Povprecne spremembe fluorescence v ¢asu smo analizirali
z lastnim programom Kalcij za MATLAB (MathWorks, Natick, MA, ZDA), s katerim smo
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izmerili najvecjo relativno amplitudo (p, AF/Fp) in ¢asovni integral (S, AF/Fo*s) povecane
aktivnosti kalcija po 4-minutni aplikaciji kontrolne raztopine ali zunajceli¢ne raztopine s
100 uM ATP na astrocite. Bazalno raven fluorescence (Fp) smo dolocili na zacetku
posameznega ¢asovnega zaporedja kot povpre¢no intenziteto v prvih 300 mikrografijah.

3.9 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Rezultate izmerjenih parametrov smo prikazali kot srednjo vrednost + standardna deviacija
(x £ SD). Za statisti¢no analizo podatkov smo uporabili neparametri¢ni Mann-Whitney-jev
U-test. Pri pripravi rezultatov smo si pomagali z racunalniskimi programi Excel
(Microsoft, ZDA), SigmaPlot (Systat Software Inc, Velika Britanija), MATLAB
(Mathworks, ZDA), ZEN2010 (Zeiss, Nem¢ija) in Photoshop (Adobe, ZDA).
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4 REZULTATI

4.1 SPONTANA MOBILNOST PEPTIDERGICNIH SEKRECISKIH MESICKOV V
PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1AE9

Da bi preverili vpliv to¢kovne mutacije v genu za presenilin 1 (PSI4E9), posledica katere
je delecija devetega eksona na transport peptidergi¢nih mesickov, smo astrocite v kulturi
dvojno transfecirali s plazmidom za mutirani presenilin 1 (PSI4E9) in ANP.emd, medtem,
ko smo kontrolne astrocite transfecirali zgolj s plazmidom za ANP.emd.

Mobilnost fluorescentnih mesi¢kov v astrocitih (Sliki 4A, B) smo opazovali s konfokalnim
mikroskopom. Fuzijski protein ANP.emd se je vskladis¢il v sekrecijske mesicke (Han in
sod., 1999), ki so bili vidni kot svetle fluorescentne pike z razli¢no mobilnostjo (Slika 4C,
D); skladno z zgodnejsimi raziskavami mobilnosti astrocitnih mesickov (Krzan in sod.,
2003; Kreft in sod., 2004). Najprej smo analizirali spontano mobilnost 40 peptidergi¢nih
mesickov in rekonstruirali njihove poti v 15-sekundnih obdobjih; v kontrolnih in PSTIAE9
astrocitih. Poti gibljivih mesickov so bile podolgovate, medtem, ko so bile poti negibljivih
mesickov »tockaste«. V kontrolnih astrocitih smo pogosto opazili daljse poti (Slika 4E) v
primerjavi s PS1AE9 astrociti (Slika 4F), kar je nakazalo na zmanj$ano usmerjeno
mobilnost peptidergi¢nih mesi¢kov v celicah, ki so izrazile presenilinskega mutanta.
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Slika 4: Spontana mobilnost peptidergi¢nih sekrecijskih mesi¢kov v podganjih astrocitih divjega tipa
(wt) in astrocitin PS1AEY. (A, B) Presevna diferencialno kontrasta mikrografija astrocita wt in (B) astrocita
PSlAE9 ki je izrazil mutirani presenilin 1 (PSIAE9) (B) v celiéni kulturi (C, D) Konfokalni mikrograﬁji

fluorescentnim proteinom (ANP.emd) v posameznih sekrecijskih mesickih (svetle fluorescentne pike v
mikrografijah). Merilo (A-D) = 10 um. (E, F) Prikaz rekonstruiranih poti 40 peptidergi¢nih mesi¢kov v 15-
sekundnem obdobju v kontrolnem astrocitu (wt) in v astrocitu PS1AE9. Poti gibljivih mesi¢kov so bile
podolgovate, medtem, ko so bile poti negibljivih mesickov »toCkaste«. Gibljivi mesicki v astrocitu PS1AE9
so prepotovali krajSe razdalje.

Za podrobnejSe ovrednotenje razlik v spontani mobilnosti peptidergi¢nih mesickov v
astrocitih divjega tipa in astrocitih PS1IAE9 smo analizirali ve¢ parametrov mobilnosti;
prepotovano pot (angl. »track length«, TL), najvec¢ji odmik na prepotovani poti (angl.
»maximal displacement«, MD), indeks usmerjenosti (angl. »directional index«, DI) in
hitrost gibanja mesickov, v 15-sekundnih obdobjih. Skupno smo analizirali spontano
mobilnost 1468 mesi¢kov v 10 celicah divjega tipa in 1375 mesickov v 10 celicah
mutiranega presenilina (PS1AE9). Prepotovana pot (TL) je bila statisticno znacilno
zmanjSana v astrocitih PS1AE9; za ~8 % (Slika 5A; p<0,001), prav tako je bil znacilno
zmanjSan najvecji odmik na prepotovani poti (MD) v astrocitin PS1AE9; za ~18 % (Slika
5B). V astrocitih PS1AEY, sta bila podobno zmanjSana tudi indeks usmerjenosti (DI), za
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~14 % (Slika 5C) in hitrosti, za ~8 % (Slika 5D). Spontana mobilnost peptidergi¢nih
meSickov je bila, v primerjavi s celicami divjega tipa, znatno zmanj$ana v astrocitih
PSTAED9.

V nadaljevanju smo raziskali e povezavo med velikostjo (povr§ino) mesickov in njihovo
mobilnostjo (hitrostjo). Ugotovili smo, da preiskovana parametra nista povezana med seboj
(Sliki 5E, F).
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Slika 5: Spontana mobilnost peptidergi¢nih sekrecijskih mesi¢kov je manj$a v astrocitih PS1AE9. (A)
Prepotovana pot (TL) (B), najvecji odmik na prepotovani poti (MD) (C), indeks usmerjenosti (DI) (D) in
povezava med hitrostjo gibanja ANP mesickov ter njihovo velikostjo v astrocitih divjega tipa (wt; E) in
astrocitih PSIAE9 (F). Stevilke nad stolpci prikazujejo stevilo analiziranih 15-sekundnih obdobij gibanja
mesickov, Stevilke na bazi stolpcev prikazujejo Stevilo analiziranih celic. *** pomeni statisticno znacilno
razliko (p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na mobilnost mesickov v kontrolnih (wt) celicah. (E-F)
Velikost in mobilnost ANP meSi¢kov sta nepovezani; Pearsonov koeficient linearne korelacije (R) med
hitrostjo gibanja in povr§ino ANP meSi¢kov v kontrolnem (E) in astrocitu PS1AE9 (F) (153 meSickov); ¢rna
¢rta prikazuje regresijsko daljico, ki je prilagojena na podatke o povpre¢ni hitrosti gibanja in povrsini
posameznih mesickov.
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4.2 SPONTANA MOBILNOST GLUTAMATERGICNIH SEKRECIJSKIH MESICKOV
V PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1AE9

V nadaljevanju smo Zeleli preveriti vpliv presenilinskega mutanta (PS/4E9) na spontano
mobilnost glutamatergi¢nih mesSi¢kov v astrocitih. Izvedli smo enojno transfekcijo (Slika
6A) in v celice vnesli plazmid z zapisom za glutamatni prenasalec membrane meSicka 1
oznacen z zelenim fluorescentnim proteinom (VGLUT1-EGFP) ter dvojno transfekcijo
(Slika 6B), pri kateri smo v astrocite so¢asno vnesli plazmidno DNA z zapisom za PSIAE9
in VGLUT1-EGFP. Posamezni glutamatergi¢ni mesicki, pri katerih je VGLUT1-EGFP
vsajen v membrano mesicka, so bili vidni kot Sibko fluorescentne pike v celicah (Sliki 6C,
D). V zaporedjih mikrografij Smo zato racunalnisko rekonstruirali poti 20 glutamatergic¢nih
mesickov v 15-sekundnih obdobjih. Mobilnost glutamatergi¢nih mesickov je bila opazno
manjsa od mobilnosti peptidergi¢nih mesi¢kov (primerjajte Sliki 4E, F in Sliki 6E, F). Na
prvi pogled so bile rekonstruirane poti glutamatergi¢nih mesi¢kov v astrocitu divjega tipa
primerljive s potmi v astrocitu PSTIAE9 (Sliki 6E, F).

VGLUT1-EGFP gD VGLUT1-EGFP

E .- wt|[F PS1AE9

10 um " 10um

Slika 6: Spontana mobilnost glutamatergi¢nih sekrecijskih mesickov v astrocitih divjega tipa (wt) in v
astrocitih PS1AE9. (A, B) Presevna diferencialno kontrasta mikrografija kontrolnega (B) in PS1AE9
astrocita (B). (C, D) Konfokalni mikrografiji istih celic (kot v A in B), ki imata glutamatni transporter
meSi¢kov 1 oznalen z okrepljenim zelenim fluorescentnim proteinom (VGLUTI-EGFP) vsajenim v
membrano posameznih sekrecijskih mesickov (Stevilne Sibko fluorescentne pike v mikrografijah). Merilo (A-
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D) = 10 pm. (E, F) Prikaz rekonstruiranih poti 20 glutamatergi¢nih mesi¢kov v 15-sekundnem obdobju v
kontrolnem astrocitu (wt) in v astrocitu PS1AE9. Razdalje, ki so jih prepotovali VGLUT1 mesicki v
kontrolnem astrocitu so videti primerljive kot razdalje v astrocitu PS1AE9.

V nadaljevanju smo nato natan¢no ovrednotili spontano mobilnost 870 glutamatergi¢nih
mesickov v astrocitih divjega tipa (N = 11 celic) in 850 mesickov v astrocitin PSTAE9 (N
= 11 celic). Nasi rezultati so razkrili znaéilno (p<0,001) zmanjsano mobilnost
glutamatergi¢nih mesi¢kov v astrocitih PSTAE9; MD je bil manjsi za ~24 % (Slika 7B), DI
pa za ~20 % (Slika 7C). Nekoliko manj, vendar znacilno zmanjSana sta bila tudi TL, za ~8
% (Slika 7A) in hitrost, za ~8 % (Slika 7D) v astrocitih PS1AE9. Dodatno smo
kvantificirali $e morebitno povezavo med mobilnostjo (hitrostjo) in povrSino

glutamatergi¢nih mesic¢kov ter zakljuéili, da izmerjena parametra nista povezana med seboj
(Sliki 7E, F).
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Slika 7: Spontana mobilnost glutamatergi¢nih sekrecijskih mesi¢kov je manjs$a v astrocitih PS1AE9.
(A) Prepotovana pot (TL) (B), najvecji odmik na prepotovani poti (MD) (C), indeks usmerjenosti (DI) (D) in
hitrost gibanja VGLUT1 mesi¢kov v astrocitih divjega tipa (wt) in astrocitih PS1AE9. Mobilnost
glutamatergi¢nih mesickov je manjsa v astrocitih PSIAE9. Stevilke nad stolpci prikazujejo §tevilo
analiziranih 15-sekundnih obdobij gibanja mesickov, Stevilke na bazi stolpcev prikazujejo Stevilo analiziranih
celic. *** pomeni statisti¢cno znaéilno razliko (p<0.001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na mobilnost
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meSi¢kov v kontrolnih (wt) celicah. (E-E) Velikost in mobilnost VGLUT1 meSickov sta nepovezani;
Pearsonov koeficient linearne korelacije (R) med hitrostjo gibanja in povrsino VGLUT1 meSickov v
kontrolnem (E) in astrocitu PSIAE9 (F) (80 mesi¢kov); ¢rna &rta prikazuje regresijsko daljico, ki je
prilagojena na podatke o povprecni hitrosti gibanja in povrsini posameznih mesickov.

4.3 VPLIV ATP NA ZNOTRAJCELICNO KONCENTRACIJO KALCIJA ([Ca®'];)

V nalogi smo zeleli preveriti tudi spremembo kalcijeve homeostaze zaradi vpliva raztopine
ATP na astrocite. Povedanje [Ca®']i zaradi draZenja celic z ATP smo okarakterizirati s
pomodjo fluorescentnega Ca”*-indikatorja Fluo-4. Dodatek 100 pM ATP celicam je
prehodno povecal fluorescenco indikatorja Fluo-4 (Slika 8A; mikrografija na sredini in
desno). Z ATP-izzvano bifazi¢no povecanje [Ca®']i je trajalo ve& minut. Hitremu
povecanju aktivnosti kalcija je sledil postopen upad proti bazalni ravni (pikcasta Crta)
(Slika 8B). Z meritvami relativne maksimalne amplitude (p (AF/Fy)) in ¢asovnega integrala
povecane aktivnosti kalcija (S (AF/Fg*s)) smo kvantificirali kalcijeve odzive po aplikaciji
kontrolne in ATP raztopine na celice; p je bil 0,06 + 0,00 AF/Fy (N = 70 celic) v kontrolnih
razmerah in 6,89 + 0,16 (N = 70 celic) po aplikaciji 100 uM ATP (Sliki 8C, D). Casovni
integral povecane aktivnosti kalcija je bil 3,76 + 0,30 AF/Fo*s (N = 70 celic) v kontrolnih
razmerah in 427,33 + 15,75 AF/Fp*s (N = 70 celic) po aplikaciji 100 uM ATP. Aplikacija
ATP je izzvala izrazito povecano aktivnost kalcija v astrocitih.
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Slika 8: Ekscitacijsko drazenje z ATP pove¢a [Ca*"]; v astrocitih v kulturi. (A) Konfokalni posnetki
fluorescence Ca”" indikatorja Fluo-4 v astrocitih pred (-60 s) in med aplikacijo 100 uM ATP na celice, ki
povea [Ca®]i (0 s ob najvedji amplitudi kalcijevega odziva in 120 s kasneje). Sprememba [Ca®']; je
ponazorjena s psevdobarvno intenzitetno lestvico (desno; 0-255 nivojev fluorescence). Merilo = 50 um. (B)
Casovni zapis spremembe fluorescence kalcijevega indikatorja Fluo-4 izzvan s 4-minutno aplikacijo 100 pM
ATP (bel pravokotnik) na astrocite. Z ATP-izzvan porast [Ca?']; smo kvantificirali z meritvijo relativnega
povedanja amplitude fluorescence Fluo-4 nad bazalno raven (pikéasta ¢&rta) - p (AF/Fp) in z meritvijo
asovnega integrala [Ca®"]; povedane aktivnosti kalcija - S (AF/Fo*s, bela ploskev pod zapisom intenzitete
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fluorescence). (C) Relativna maksimalna amplituda (sredina + standardna napaka) in (D) Casovni integral
povecane aktivnosti kalcija po 4-min aplikaciji kontrolne raztopine ali zunajceli¢ne raztopine s 100 uM ATP
na astrocite. Aplikacija ATP je izzvala izrazito pove¢ano aktivnost kalcija v astrocitih. Stevilke na bazi
stolpcev porocCajo Stevilo analiziranih celic. *** pomeni statisticno znacilno razliko (p<0,001, Mann-
Whitney-jev U-test) glede na kalcijev odziv v kontrolnih celicah.

4.4 VPLIV ATP NA MOBILNOST PEPTIDERGICNIH MESICKOV V PODGANIJIH
ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1AE9

Potokar in sodelavci so v raziskavi leta 2008 dokazali, da se mobilnost recikliranih
peptidergi¢énih mesi¢kov astrocitov zmanjsa po aktivaciji metabotropnih purinskih
receptorjev z 1 mM ATP. V na$i raziskavi smo zato ugotavljali vpliv spremenjene
homeostaze kalcija na mobilnost sekrecijskih peptidergi¢énih mesickov pred njihovim
vstopom v eksocitotsko aktivnost. Raziskali smo casovno odvisnost spremembe
prepotovane poti (TL) in najvecjega odmika na poti (MD) meSi¢kov pred in med prvo ter
drugo minuto po aplikaciji 100 uM ATP na celice. Mobilnosti peptidergi¢nih mesi¢kov se
je mocno zmanjsala v prvi minuti drazenja celic z ATP. V celicah divjega tipa se je TL
zmanj$al (p<0,001) za 41 % med prvo (784 analiziranih obdobij gibanja mesickov) (Slika
9A), in nato povecal za 8 % med drugo minuto drazenja (698 analiziranih obdobij gibanja
mesickov). V prvi minuti po aplikaciji ATP se je MD zmanjsal (p<0,001) za 66 % (Slika
9C) in nato povecal za 12 % med drugo minuto draZenja. V astrocitih PSTIAE9 smo opazili
primerljivo zmanjsanje mobilnosti peptidergi¢nih mesickov. TL se je zmanjsal za 36 % v
prvi minuti drazenja celic ter v drugi minuti povecal za 5 % (Slika 9B). MD se je zmanjsal
za 61 % v prvi minuti drazenja in v drugi minuti povecal za 8 % (Slika 9D). Te meritve so
razkrile od Ca”*-odvisno uravnavanje mobilnosti peptidergi¢nih mesickov in nakazale na
manj ucinkovito okrevanje mobilnosti mesi¢kov v astrocitih PST1AE9.

S prilaganjem linearne funkcije tipa [MD = MD, + a x(TL)] smo raziskali se povezavo
med MD in TL pri gibljivih mesickih. Naklon funkcije (a) ustreza indeksu usmerjenosti
(DI). Le-ta je enak 1, ¢e se meSicki gibljejo popolnoma usmerjeno. V astrocitih divjega
tipa, kot tudi v astrocitih PSTAE9 smo opazili izrazito post-stimulacijsko zmanj$anje TL in
MD, ki se je odrazalo v zmanjSani usmerjenosti gibanja peptidergi¢nih mesickov. Med
drugo minuto drazenja z ATP, se je DI zmanjsal (p<0,001) z 0,73+0,02 na 0,59+0,02 v
astrocitih divjega tipa in z 0,67+0,02 na 0,53+0,02 v astrocitih PS1AE9 (Sliki 9E, F).
ZmanjSanje usmerjene mobilnosti peptidergi¢nih mesickov je bilo izrazitejse (p<0,01) v
astrocitih PS1AE9.
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Slika 9: Z ATP-izzvano zmanj$anje usmerjene mobilnosti peptidergi¢nih mesi¢kov je ve€je v astrocitih
PS1AEY. (A-D) Mobilnost peptidergi¢nih sekrecijskih mesickov (A, B, TL; C, D, MD; sredina + standardna
napaka) v kontrolnih (wt) in astrocitih PSIAE9 pred (-) in med prvo (1°) ter drugo minuto (2°) po drazenju
celic s 100 uM ATP. Relativno zmanj$anje mobilnosti ANP mesi¢kov je bilo veje v astrocitih PSTAE9.
Stevilke nad stolpci prikazujejo $tevilo analiziranih gibanj mesi¢kov v 15-sekundnih obdobjih, 3tevilke na
bazi stolpcev prikazujejo Stevilo analiziranih celic. *** pomeni statistiéno znacilno razliko (p<0,001, Mann-
Whitney-jev U-test) glede na spontano mobilnost pred drazenjem celic. (E, F) Grafa prikazujeta zvezo med
MD in TL (indeks usmerjenosti, DI) za ANP mesicke v astrocitih wt (N=5) in astrocitih PSIAE9 (N=5) pred
drazenjem (E, F, ¢rni krogi) in med drugo minuto (E, F beli krogi) draZenja celic s 100 uM ATP. Na podatke
smo prilegli linearno funkcijo tipa [MD=MDO0+ax(TL)] (¢rna premica, pred drazenjem in siva premica, druga
minuta po drazenju celic z ATP). Naklon linearne funkcije (a; sredina + standardna napaka) ustreza DI
(izpisan nad grafom). V astrocitih wt in PS1AE9 se je le-ta znacilno zmanjsal (P<0,001; ANCOVA) po
eskcitacijskem drazenju celic z ATP.
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V nadaljevanju smo raziskali teznjo po okrevanju mobilnosti peptidergi¢nih mesickov med
ekscitacijskim drazenjem celic z ATP, ki prehodno poveda [Ca®]; (Slika 8). Na podatke
mobilnosti (TL, MD, DI in hitrost) izmerjene v 15-sekundnih obdobjih po aplikaciji ATP
(0-120 s) smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=yo + ax(x)] in ugotovili naklon (a), ki
ponazarja hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v ¢asu (Slika 10A-D). Med
draZzenjem celic Se je mobilnost peptidergi¢nih mesickov pocasneje normalizirala v
astrocitin  PS1AE9; nakloni linearnih funkcij prilagojeni na preiskovane parametre
mobilnosti so bili znacilno zmanj$ani (p<0,001) v primerjavi z astrociti divjega tipa.

100 uM ATP 100 uM ATP
————— —————
6 10,0075 +0,0007 3 T 0,0047 +0,0005
_ P ooosex00007 - 0,0025 0,0004
£ (2 g 2
241 =
= %ﬂﬁ S 1 wﬂrﬁ
=1 =
2 Attt 0 —+—+—+—+
C D
0.4 1 00006+00001 04 T 0,0005: 00000
0000400001 £ 0,0002 + 0,0000
a 2
02 | B ; B0 | pprteies
T
0 60 120 0 60 120
¢as (s) Cas (s)

Slika 10: Restavriranje mobilnosti peptidergi¢nih mesi¢kov med draZenjem celic z ATP je po¢asnejSe v
astrocitih PS1AE9. (A-D) Mobilnost mesi¢kov (TL (A), MD (B), DI (C) in hitrost (D)) izmerjena v 15-
sekundnih obdobjih (sredina + standardna napaka) pred (-15 s) in po dodatku (0-120 s) raztopine 100 uM
ATP na astrocite. Po zaetnem in izrazitem zmanjSanju mobilnosti mesi¢kov, ki je sovpadalo s povecanjem
[Ca?"]; zaradi aplikacije ATP (zacetek draZenja: 0 s), se je mobilnost mesi¢kov deloma restavrirala. TeZnja po
restavraciji mobilnosti mesickov je bila izrazitej$a v astrocitih wt (A-D, ¢rni krogi) kot v astrocitih PS1AE9
(A-D, beli krogi). Na podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=yyt+ax(x)] in ugotovili naklon
(a), ki ponazarja hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v ¢asu. Nad grafi (A-D) so izpisani
nakloni (a, sredina + standardna napaka) linearnih funkcij (wt, ¢rna barva in PS1AE9, siva barva). Nakloni
vseh linearnih funkcij v astrocitih PSIAE9 so bili zna¢ilno zmanjSani glede na naklone v astrocitih wt
(P<0,001; ANCOVA).
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45 VPLIV ATP NA MOBILNOST GLUTAMATERGICNIH MESICKOV V
PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1AE9

Kot v primeru peptidergi¢nih mesickov, je drazenje astrocitov z raztopino ATP izzvalo
Casovno odvisno zmanjSanje mobilnosti glutamatergi¢nih mesi¢kov. MD v astrocitih
divjega tipa se je zmanjsal (p<0,001) za ~42 % v prvi minuti in za ~31 % v drugi minuti
aplikacije 100 uM ATP (Slika 11C). TL se je zmanjsal za ~11 % v prvi in zgolj za ~6 % v
drugi minuti aplikacije ATP (Slika 11A) na celice. V astrocitih PS1AE9 se je MD v prvi
minuti zmanjsal za ~19 %, v drugi minuti pa za ~13 % zacetne vrednosti (Slika 11D); TL
se je zmanjsal za ~5 % Vv prvi in zgolj za ~2 % v drugi minuti drazenja z ATP (Slika 11A).
DraZenje astrocitov z raztopino ATP je izzvalo vecje zmanjSanje mobilnosti meSickov
VGLUT1 v astrocitih divjega tipa.

S prilaganjem linearne funkcije tipa [MD = MDy + a x(TL)] smo proucili povezavo med
MD in TL pri gibljivih mesickih. Do post-stimulacijskega upada TL in MD je prislo v
astrocitih divjega tipa in v astrocitih PSIAE9. Med drugo minuto po drazenju celic z ATP
se je DI zmanjsal (p<0,001) z 0,35+0,02 na 0,31+0,02 v astrocitih divjega tipa in z
0,24+0,02 na 0,17+0,01 v astrocitih PSIAE9 (Sliki 11E, F). ZmanjSanje usmerjene
mobilnosti glutamatergi¢nih mesic¢kov je bilo izrazitejse (p<<0,001) v astrocitih PSTAE9.
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Slika 11: Z ATP-izzvano zmanjSanje usmerjene mobilnosti glutamatergi¢nih mesi¢kov je velje v
astrocitih PS1AE9. (A-D) Mobilnost glutamatergi¢nih sekrecijskih mesi¢kov (A, B, TL; C, D, MD; sredina
+ standardna napaka) v kontrolnih (wt) in astrocitih PSIAE9 pred (-) in med prvo (1°) ter drugo minuto (27)
po ekscitacijskem drazenju celic s 100 uM ATP. Relativno zmanjs$anje mobilnosti VGLUT 1 mesickov je bilo
vedje v wt astrocitih. Stevilke nad stolpci prikazujejo $tevilo analiziranih gibanj mesi¢kov v 15-sekundnih
obdobjih, stevilke na bazi stolpcev prikazujejo Stevilo analiziranih celic. *** pomeni statisti¢cno znacilno
razliko (p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na spontano mobilnost meSi¢kov pred drazenjem celic.
(E, F) Grafa prikazujeta zvezo med MD in TL (indeks usmerjenosti, DI) za VGLUT1 mesicke v wt (N=5) in
PS1AE9 (N=5) astrocitih pred drazenjem (E, F, ¢rni krogi) in med drugo minuto (E, F beli krogi) drazenja
celic s 100 uM ATP. Na podatke smo prilegli linearno funkcijo tipa [MD=MDg+ax(TL)] (¢rna premica, pred
drazenjem in siva premica, druga minuta po drazenju celic z ATP). Naklon linearne funkcije (a; sredina +
standardna napaka) ustreza DI (izpisan nad grafom). V wt in astrocitih PSTAE9 se je le-ta znaé¢ilno zmanjsal
(P<0,001; ANCOVA) po eskcitacijskem drazenju celic z ATP.

V nadaljevanju smo ugotavljali $e teznjo po normaliziranju mobilnosti glutamatergi¢nih
mesSickov med drazenjem celic tako, da smo na podatke mobilnosti prilegli linearno
funkcijo tipa [y=yo + ax(x)] in ugotovili naklon (a), ki ponazarja hitrost restavracije
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izbranega parametra mobilnosti v ¢asu. Po zaCetnem zmanj$anju mobilnosti mesickov, ki
je sovpadalo s povecanjem [Ca?']; zaradi draZenja celic z ATP, se je mobilnost mesickov
deloma restavrirala v naslednjih 2 minutah (Slika 12A-D). Teznja po restavriranju
mobilnosti glutamatergi¢nih mesickov je bila izrazitejSa v astrocitih divjega tipa kot v
astrocitin PSIAE9 (MD in DI, p<0,001).
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Slika 12: Restavriranje mobilnosti glutamatergi¢nih meSickov med drazenjem celic z ATP je
pocasnejSe v astrocitih PSIAE9. (A-D) Mobilnost mesickov (TL (A), MD (B), DI (C) in hitrost (D))
izmerjena v 15-sekundnih obdobjih pred (-15 s) in po dodatku (0-120 s) raztopine 100 uM ATP na astrocite.
Po zaGetnem zmanjSanju mobilnosti mesickov, ki je sovpadalo s povetanjem [Ca?']; zaradi aplikacije ATP
(zacetek drazenja: 0 s), se je mobilnost meSi¢kov deloma restavrirala. Teznja po restavraciji mobilnosti
mesSic¢kov je bila izrazitej$a v astrocitih wt (A-D, ¢rni krogi) kot v astrocitih PSIAE9 (A-D, beli krogi). Na
podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=yotax(x)] in ugotovili naklon (a), ki ponazarja
hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v ¢asu. Nad grafi (A-D) so izpisani nakloni (a, sredina +
standardna napaka) linearnih funkcij (wt, ¢rna barva in PSIAE9, siva barva). Nakloni linearnih funkcij
prilagojeni na MD in DI v astrocitih PSTIAE9 so bili zna¢ilno zmanj$ani glede na naklone v astrocitih wt
(P<0,001; ANCOVA).
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46 VPLIV ATP NA IZZVANO EKSOCITOTSKO IZLOCANJE VSEBINE
PEPTIDERGICNIH MESICKOV

Krzan in sod. (2003) so prvi pokazali uravnavano sekrecijo ANP.emd iz posameznih
eksocitotskih megickov, Ki je bila izzvana s povedanjem [Ca®]; v astrocitih. V nadaljevanju
smo zato raziskali vpliv sekretagoga ATP na uravnavano eksocitotsko izlo¢anje
fluorescentne vsebine iz peptidergi¢nih mesi¢kov v astrocitih divjega tipa in astrocitih
PS1AE9. Zaporedje konfokalnih mikrografij prikazuje posamezen peptidergi¢ni mesicek v
astrocitu divjega tipa (zgoraj) in astrocitu PS1AE9 (spodaj) med eksocitotskim izlo¢anjem
fluorescentne vsebine (fuzijska beljakovina ANP.emd) zaradi drazenja celic s 100 uM ATP
(Slika 13A). lzlitje fluorescentne vsebine (ANP.emd) mesicka je vidno kot nenadno
zmanjSanje fluorescence mesicka, ki nakazuje na popolno izlo¢anje vsebine iz njegove
svetline (Stenovec in sod., 2004). Zaporedje mikrografij prikazuje podoben ¢asovni potek
izlo¢anja vsebine pri astrocitu divjega tipa in astrocitu PS1AE9 (Slika 13B). Meritve Casa,
ki je potreben za zmanjSanje fluorescence mesicka iz 80-20 % najvecje intenzitete
fluorescence (t20-s0%) so razkrile zelo podoben Casovni potek izloCanja fluorescentne
vsebine iz mesickov; 0,53 + 0,02 s v astrocitih divjega tipa in 0,51 + 0,03 s v astrocitih
PSIAE9 (ni prikazano; p=0,516). Hitro zmanjSanje fluorescence ANP.emd (~0,5 s)
nakazuje na hitro izlo¢anje fluorescentne vsebine (Slika 13B), ki je indikativno za popolno
zlitje membrane meSi¢ka s plazmalemo (Vardjan in sod., 2009). Navkljub podobnemu
Casovnemu poteku izloCanja peptidov iz meSickov, je bilo Stevilo z ATP-izzvanih
sekrecijskih dogodkov v 4 minutnem obdobju manjse (p<0,05) v astrocitih PS1AE9; 8 + 2
(N = 8 celic) kot v astrocitih divjega tipa; 20 + 6 (N = 8 celic) (Slika 13C). Relativna
frekvenéna porazdelitev (Slika 13D) in relativna kumulativna frekvenéna porazdelitev
(Slika 13E) sta razkrili podoben ¢asovni profil z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov v
astrocitih divjega tipa in astrocitih PSIAE9. Stevilo dogodkov izzvane sekrecije je bilo
pogostejSe v prvem kot v drugem dvo-minutnem obdobju drazenja celic z ATP (Slika
13D), t.j. v obdobju, ko je aktivnost kalcija v celici bolj povecana (Slika 8).
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Slika 13: Stevilo z ATP-izzvanih eksocitotskih dogodkov sekrecije peptidov je manjSe v astrocitih
PS1AE9. (A, B) Zaporedje konfokalnih mikrografij prikazuje posamezen peptidergi¢ni mesi¢ek v astrocitu
wt (zgoraj) in astrocitu PSIAE9 (spodaj) med izloCanjem fluorescentne vsebine (fuzijska beljakovina
ANP.emd) zaradi drazenja celic s 100 pM ATP. Hitro zmanjSanje fluorescence ANP.emd (~0,5 s) nakazuje
hitro izlocanje fluorescentne vsebine, ki je indikativno za popolno zlitje membrane meSicka s plazmalemo;
¢as v desnem zgornjem kotu mikrografij je izmerjen glede na arbitrarno izhodisce (0 s). Merilo = 0,5 pm. (B)
Normalizirani ¢asovni potek spremembe fluorescence mesickov (iz A). Pikcasti ¢rti prikazujeta najvecjo
(zgoraj) in najmanjSo (Spodaj) intenziteto fluorescence meSickov. Vertikalni prekinjeni &rti zamejujeta
fluorescenco mesickov v obdobju, ki je prikazano na mikrografijah v A. Cas draZenja celic s 100 uM ATP je
ponazorjen z belim pravokotnikom. (C) Stevilo z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov je manjse v astrocitih
PS1AE9. *P<0,05 glede na astrocite wt (Mann-Whitney-jev U-test). (D) Frekven¢na porazdelitev z ATP-
izzvanih sekrecijskih dogodkov v astrocitin wt (beli stoplci) in astrocitih PS1AE9 (sivi stolpci) ter (E)
kumulativna frekvencna porazdelitev sekrecijskih dogodkov (wt, ¢rna krivulja in PS1AE9, siva krivulja)
razkrivata podoben Casovni profil z ATP-izzvane sekrecije peptidov iz astrocitov wt in astrocitov PS1AE9;
ve¢ dogodkov izzvane sekrecije lahko opazimo v prvem kot v drugem dvo-minutnem obdobju aplikacije
ATP.
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5 RAZPRAVA

Celice astroglije so klju¢ne homeostatske celice v CZS, ki so vpletene v nastanek mnogih
nevrodegenerativnih bolezni (Giaume in sod., 2007). Alzheimerjeva bolezen (AB) je
napredujoca nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene umske in spominske zmogljivosti
Cloveka; je najpogostejsi vzrok demence pri starostnikih (Braak in sod., 1999). Kljucni
histopatoloski znaki v mozganovini bolnikov z AB so senilne lehe, nevrofibrilarne pentlje,
spremembe sinaps, vnetne spremembe in propad nevronov (Palop in Mucke, 2010; Sheng
in sod., 2012). NajzgodnejSa celi¢na patologija, ki jo povezujejo z izgubo kognitivnih
sposobnosti pri AB, je izguba stevilnih sinaps (Mucke in Selkoe, 2012; Terry, 2000); le-ta
je lahko posledica disfunkcije astrocitov, ki so klju¢nega pomena za vzdrzevanje delovanja
sinaps in homeostazo ionov ter izlo¢anje prenasalcev glije (Grolla in sod., 2013). V nalogi
smo zato raziskali vpliv mutacije gena za PS1 (PSI4E9) na mobilnost in izzvano
sekrecijsko aktivnost peptidergi¢nih ter na mobilnost glutamatergi¢nih mesickov astrocitov
v kulturi.

V splosnem je bila spontana mobilnost (TL, MD, DI in hitrost) peptidergi¢nih mesickov
manjsa v astrocitih PS1AE9; TL za ~8 %, MD za ~18 %, DI za ~14 % in hitrost za ~8 %
glede na astrocite divjega tipa (Slike 4A-D). Podobno manjsa je bila tudi spontana
mobilnost glutamatergi¢nih mesi¢kov v astrocitihn PSIAE9; TL za ~8 %, MD za ~24 %, DI
za ~19 % in hitrost za ~8 % glede na astrocite divjega tipa (Slike 7A-D). Tako nase kot
druge meritve kaZejo, da SO peptidergi¢ni in glutamatergi¢ni mesSicki astrocitov
membranski predelki s heterogeno velikostjo (Gucek in sod., 2016) in mobilnostjo
(Potokar in sod., 2005; Trkov in sod., 2012, nase delo). Hitrost premikov peptidergi¢nih
mesickov v kontrolnih astrocitin je bila za ~1/4 veéja od hitrosti premikov
glutamatergi¢nih mesi¢kov (razpon 0,04-1,22 um/s vs. 0,06-0,66 pum/s; ANP.emd vs.
VGLUTI1-EGFP). Tako peptidergi¢ni kot glutamatergi¢ni mes$icki astrocitov so bili
pocasnejsi od mesSi¢kov v nevronih, Ki potujejo s hitrostjo v razponu od 0,8-3,5 pum/s
(Grafstein in Forman, 1980). Velikost peptidergicnih in glutamatergi¢énih meSickov
astrocitov ni bila korelirana z njihovo mobilnostjo (Sliki 5E, F in Sliki 7E, F), kar kaze, da
velikost mesickov ne vpliva na ucinkovitost dostave sekrecijskih mesickov do tar¢nih mest
v celici in na plazmalemi astrocitov. V astrocitin PSIAE9 smo izmerili manjSo povprecno
hitrost peptidergi¢nih (0,35 vs 0,32 um/s; wt vs PS1AE9; Slike 5A-D) in glutamatergi¢nih
mesickov (0,27 vs 0,25 pm/s; wt vs PSIAE9; Slike 7A-D). Ceprav so natanéni
mehanicisti¢ni razlogi za zmanj$an0 mobilnost meSickov v astrocitin PSIAE9 nejasni,
lahko vkljuéujejo: (a) spremenjeno 3D strukturo citoskeleta (Ebneth in sod., 1998; Yeh in
sod., 2011), posebno mikrotubulov, ki delujejo kot tiri (Stenovec in sod., 2014) za
transport celiénih organelov s pomoc¢jo molekulskih motorjev (Ebneth in sod., 1998); (b)
spremenjeno homeostazo citosolnega kalcija v AB (Abramov in sod., 2004; Lim in sod.,
2014); (c) spremenjeno mitohondrijsko proizvodnjo ATP (Ebneth in sod., 1998); ali (d)
spremenjeno ATP-azno aktivnost molekulskih motorjev, ki prenasajo mesicke vzdolz
elementov citoskeleta (Soldati in Schliwa, 2006). ZmanjSanje povprecne hitrosti
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peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesickov v astrocitih PSIAE9 lahko kaze na vecje
Stevilo obdobij mirovanja mesickov ob elementih citoskeleta ali na manj ucéinkovit vlek
mesickov zaradi procesivne hoje molekulskih motorjev (tipi¢no ve¢ pm brez disociacije od
tira). Hiter in usmerjen transport sekrecijskih mesi¢kov na dolgih razdaljah omogocajo
kinezini in dineini, ki »korakajo« po mikrotubulih (Goldstein in Yang, 2000). Z FAB-
povezane mutacije PS1 zmanjSajo ucinkovitost hoje motornih proteinov vzdolz citoskeleta
(Pigino in sod., 2001). Izguba funkcije PS1 poveca aktivnost glikogen-sintazne kinaze 33
(GSK3p), ki fosforilira kinezin in zmanjsa njegovo vezavo na mes$icke (Gunawardena in
sod., 2013; Pigino in sod., 2003). In vivo, GSK3p fosforilira lahki verigi kinezina in
povzro¢i njegovo sprostitev z membranskih organelov; slednje vodi v zmanj$anje od
kinezina-1-odvisne mobilnosti meSickov (Morfini in sod., 2002). Mutirani PS1 lahko
spremeni funkcijo nevronov tako, da vpliva na aktivnost GSK3p in od kinezina-1-odvisno
mobilnost mesickov do mesta dostave in pritrjanja na plazmalemo (Pigino in sod., 2003).
Fosforilacija citoplazemskega dineina v hepatocitih prav tako spremeni ATP-azno
aktivnost dineina in zmanjSa njegovo zmoznost za pritrjanje membranskega tovora na
mikrotubule (Runnegar in sod., 1999). Zmanjsana ucinkovitost dineina se kaze kot
zmanj$ana ATP-azna aktivnost, ki je klju¢na za generiranje sile, spros¢ene iz hidrolize
ATP in je potrebna za transport tovora vzdolz mikrotubulov. V splo$nem se zdi, da je
zmanjsani transport mesickov v astrocitih PS1AE9 lahko posledica spremenjene aktivnosti
motornih proteinov zaradi njihove fosforilacije z GSK3p (Wang in sod., 2013). Zmanjsana
mobilnost mesickov v astrocitin PS1AE9 lahko odraza tudi okrnjeno strukturo citoskeleta,
ki omogoca usmerjene premike (Soldati in Schliwa, 2006) in transport mesickov na
mikrometrskih razdaljah (Potokar in sod., 2008).

V nadaljevanju smo raziskali vpliv sekretagoga ATP na mobilnost peptidergi¢nih in
glutamatergi¢nih mesSi¢kov. ATP aktivira ionotropne in metabotropne purinske receptorje v
plazmalemi astrocitov ter mobilizira Ca®* v citosol celic (Verkhratsky in Burnstock, 2014).
Z ATP-izzvan Kkalcijev odziv je dinamicen pojav z razlicno amplitudo, Kinetiko in
frekvenco; odvisen je od koncentracije ATP in od vzorca drazenja (Perea in Araque, 2005;
Pasti in sod., 1997). Z meritvami sprememb fluorescence Ca** indikatorja Fluo-4 pred in
med draZenjem astrocitov z ATP (Slika 8A) smo potrdili prehodno povecanje [Ca']; z
bifaziénim potekom (Malarkey in sod., 2008); hitremu povecanju [Ca®]; je sledilo
postopno zmanjsevanje do bazalne ravni (~100 nM) (Sliki 8A, B). Da bi podrobneje
ocenili vpliv poveCane aktivnosti kalcija na mobilnost sekrecijskih mesickov v astrocitih
wt in PSTAE9, smo primerjali njihovo mobilnost pred aplikacijo in med prvo ter drugo
minuto po dodatku ATP celicam. Mobilnost obeh tipov sekrecijskih mesickov se je
zmanj$ala po drazenju astrocitov z ATP (Sliki 9 in 11). Naklon linearne funkcije na Sliki 9
(E, F) in Sliki 11 (E, F) odraza korelacijo med prepotovano potjo (TL) in najvecjim
odmikom na poti (MD) pred in med drazenjem celic z ATP ter ustreza indeksu
usmerjenosti mesickov (DI; 0, neusmerjeni, difuzno gibljivi meSicki in 1, usmerjeni,
linearno gibljivi mesicki). V splosnem so kazali peptidergi¢ni mesic¢ki precejSnjo
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usmerjenost, naklon linearne funkcije v astrocitih wt je bil 0,73 + 0,02 pred aplikacijo
ATP, in je upadel na 0,59 + 0,02 med drugo minuto drazenja. Podobno je upadel tudi
naklon linearne funkcije v astrocitih PSIAE9; iz 0,67 + 0,02 na 0,53 + 0,02.
Glutamatergi¢ni meSicki (Sliki 11 E, F) so potovali manj usmerjeno kot peptidergi¢ni
mesicki; naklon funkcije pred drazenjem astrocitov wt je bil 0,35 + 0,02 in je upadel na
0,31 + 0,02 med drugo minuto draZzenja. V astrocitih PSIAE9 se je naklon funkcije
zmanjsal iz 0,24 + 0,02 pred aplikacijo na 0,17 + 0,01 v drugi minuti po aplikaciji ATP.

V spontanih razmerah je bila usmerjena mobilnost sekrecijskih mesickov manjsa v
astrocitih PS1AE9. Z ATP izzvano nadaljnje zmanj$anje usmerjene mobilnosti mesickov
lahko pojasnimo z zacasno locbo mesickov od citoskeleta; po locbi od tirov citoskeleta se
le-ti premikajo zaradi Brownovega gibanja v citosolu (Stenovec in sod., 2016). Zmanjsana
mobilnost mesickov po aplikaciji ATP je lahko tudi posledica vpliva povetane [Ca®]; na
strukturno integriteto citoskeleta, Se posebno na mikrotubule in/ali aktinske filamente,
vzdolz katerih molekulski motorji prenasajo mesi¢ke (Goldstein in Yang, 2000; Soldati in
Schliwa, 2006). Ca?* sluzi kot endogeni regulator proteina CDR (angl. »Ca?*-dependent
regulator protein«), ki skrbi za prestrukturiranje mikrotubulov (Marcum in sod., 1978).
Omrezje mikrotubulov je stabilno pri [Ca®]i < 1 pM, povetana [Ca®];, >1-4 uM lahko
porusi mikrotubulsko omrezje (Schliwa in sod., 1981). Presenilini interagirajo z
mikrotubuli in mikrofilamenti (Pigino in sod., 2001), vklju¢no s proteinom tau, ki je
povezan z mikrotubuli (Takashima in sod., 1998) in proteinom filaminom, ki je povezan z
aktinskimi filamenti (Zhang in sod., 1998). FAB mutacije v PS1 in motena homeostaza
Ca?* v astrocitih lahko vplivajo tudi na znotrajceliéne in medceliéne signalne poti,
vklju¢no s procesiranjem APP in odstranjevanjem AP (Mattson, 2004); povzrocita lahko
destabilizacijo citoskeletnega omrezja in posledi¢no motnje v transportu sekrecijskih
mesSickov (Pigino in sod., 2001). Spremenjena kalcijeva signalizacija in posledi¢na
toksi¢nost glutamata (Mattson, 2004; Mattson in Chan, 2003) lahko dolgoro¢no povzrocita
patoloske spremembe, znacilne za AB (Stenovec in sod., 2016).

Z raziskavami vpliva ekscitacijskega drazenja na mobilnost mesickov smo ugotovili, da se
mobilnost po zaGetnem in izrazitem zmanj$anju, ki sovpada s povedanjem [Ca®'];, deloma
normalizira (Slika 10 in Slika 12). Normalizacija mobilnosti je skladna s postopnim
zmanjSevanjem [Ca?']; proti bazalni ravni (Slika 8B). V drugi minuti drazenja celic z ATP,
se je mobilnost mesickov (TL, MD, DI in hitrost) le deloma povrnila na raven pred
draZenjem celic. Teznja po normalizaciji mobilnosti mesickov je bila veéja v astrocitih
divjega tipa in manjsa v astrocitih PSIAE9. PS1 kot holoproteini pomembno vplivajo na
homeostazo kalcija (McBrayer in Nixon, 2013). O povedanem spro§anju Ca’* iz ER skozi
IP3 receptorje so porocali Ze Ito in sod. (1994), kar so potrdile tudi poznejSe raziskave na
drugih celi¢nih linijah (Stutzmann in sod., 2004; Guo in sod., 1996; Chan in sod., 2000). V
novejsih raziskavah so povedano puscanje Ca®* oznacili za pridobljeno funkcijo mutacije
PS1, zaradi katere lahko pride do mocnejse aktivacije IP3 receptorjev (Cheung in sod.,
2010) in povecane ekspresije rianodinskih receptorjev (Stutzmann in sod., 2006).
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Holoproteini PS1 so tudi pasivni kalcijevi kanali v membranah ER; nekatere mutacije v
PS1 onemogo&ijo pusanje Ca®* iz ER, kar vodi v prebitek Ca’* znotraj ER in pove&ano
aktivacijo IP5 receptorjev ter povecanje [Ca®']; (Tu in sod., 2006; Supnet in sod., 2011).
Povecana [Ca®']; lahko aktivira kalpain 1 in kalpain 2, mo¢no izrazeni proteazi v CZS
(Goll in sod., 2003), ki cepita citoskeletne proteine, transkripcijske faktorje in proteine
vpletene v signalno transdukcijo ter sinapsah (Ferreira, 2012). V sinapsah so odgovorni za
vzdrzevanje od Ca®*-odvisnih funkcij, kot so sprosanje Zivénih prenasalcev, sinapti¢no
plasti¢nost, transport veziklov in strukturno stabilnost (Wu in Lynch, 2006). Prekomerna
aktivacija kalpainov ima lahko usodne posledice za celico, saj privede do patoloske
aktivacije GSK3B (Goni-Oliver in sod., 2007) in hiperfosforilacije proteina tau ter
nastanka nevrofibrilarnih pentelj (McBrayer in Nixon, 2013). Kalpaini lahko cepijo tudi
IP3 receptorje in jih trajno aktivirajo; vse to lahko moti homeostazo Ca®* in pripomore k
nastanku FAB (Kopil in sod., 2011). V astrocitih z izrazenim mutantom PS1, ki je a priori
okvarjena sodelujo¢a komponenta citoskeleta, Smo tako ugotovili zmanj$ano usmerjeno
mobilnost mesickov glede na astrocite divjega tipa.

Povetana [Ca’']; v astrocitih sprozi sekrecijo fluorescentnih peptidov (ANP.emd) iz
nekaterih peptidergi¢nih mesi¢kov (Krzan in sod., 2003). Nase meritve izzvane sekrecijske
aktivnost peptidergi¢nih mesickov (Slika 13) so skladne z elektrofizioloskimi meritvami
Krefta in sod. (2004), ki so pokazali, da povetanje [Ca?']; izzove povedanje kapacitivnost
membrane astrocita zaradi zlivanja stevilnih mesickov s plazmalemo. Z uravhavano
eksocitozo se verjetno spros¢ajo tudi drugi kemiéni prenasalci astrocitov (Krzan in sod.,
2003; Bezzi in sod., 2004; Zhang in sod., 2004), ne le glutamat (Parpura in sod., 1995).
Kinetika uravnavane eksocitoze v astrocitih je za ~dva velikostna razreda pocasnejsa v
primerjavi z nevroni (Kreft in sod., 2004). Mehanicisti¢ni razlogi za to razliko $e niso
pojasnjeni; vkljucujejo lahko pocasnejso dostavo sekrecijskih mesi¢kov do plazmaleme
in/ali razliéne mehanizme zlivanja mesickov s plazmalemo; astrocitni mesicki na povrsini
ne izrazajo sinaptotagmina I, ki je Ca®* senzor odgovoren za hiter sinaptiéni prenos v
nevronih (Geppert in sod., 1994). Mobilnost astrocitnih mesi¢kov na daljsih razdaljah (vec
um) proti mestom zlitja na plazmalemi, je zelo uravnavana in odvisna od dinamike
elementov citoskeleta (Kreft in sod., 2016).

Uravnavano eksocitozo v astrocitih prozijo sekretagogi, ki povecajo [Ca®']; (Burgoyne in
Morgan, 1995; Calakos in Scheller, 1996). Za eksocitozo peptidergi¢nih mesickov je
znacilno prehodno zlivanje tipa »poljub in pobeg« (angl. »kiss-and-run«), eksitacijsko
draZenje celic poveca frekvenco fuzijskih/sekrecijskih dogodkov (Stenovec in sod., 2004;
Vardjan in sod., 2007). Z ATP-izzvano povedanje [Ca']; v astrocitih (Slika 8B) je izzvalo
nenadne spremembe intenzitete fluorescence eksocitotsko aktivnih peptidergi¢nih
mesickov, ki nakazujejo na izlo¢anje fluorescentne vsebine (Slika 13A, B). Stevilo z ATP-
izzvanih dogodkov sekrecije je bilo vecje v prvi in manjSe v drugi minuti draZenja
astrocitov z ATP (Sliki 13D, E), kar sovpada s povetano aktivnostjo Ca®* v prvi minuti
drazenja celic (Slika 8A). Stevilo z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov je bilo manjse v
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astrocitih PS1AE9 (Slika 13C). Tudi sinapti¢na aktivnost lahko povzro&i povedanje [Ca'];
v astrocitih in nato sproscanje ANP iz sekrecijskih meSi¢kov za uravnavanje krvnega
pretoka (vazodilatacije) v mozganih (Krzan in sod., 2003). Povzamemo lahko, da izlo¢anje
ANP poteka z uravnavano (od Ca®*-odvisno) eksocitozo (Krzan in sod., 2003). Z ATP-
izzvano izlo¢anje fluorescentne vsebine iz posameznega mesicka je hitro; pote¢e v ~0.5 s
(Slika 13B) in je skladno s predhodnimi ugotovitvami o hitri sekreciji peptidnih
prenasalcev glije (Trkov in sod. 2012; Stenovec in sod., 2016). Nemotena in ucinkovita
dostava mesickov do mest sekrecije zahteva celovit sistem citoskeletnega omrezja;
mikrotubule, aktinske filamente in tudi intermediarne filamente (Potokar in sod., 2007).
Mutacije v PS1 lahko destabilizirajo tirnice citoskeleta in onemogocijo u€inkovit transport
sekrecijskih mesickov do tarénih mest na plazmalemi (Pigino in sod., 2001). Na podlagi
teh meritev lahko zaklju¢imo, da z ATP-izzvano poveganje [Ca**]; potencialno vpliva tudi
na spremembo strukture citoskeletnega omrezja.

V naSem delu smo prvi¢ pokazali, da izrazanje mutiranega PSIAE9 v astrocitih v kulturi
zmanj$a mobilnost peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih sekrecijskih megickov ter od Ca*'-
odvisno sekrecijo peptidnih prenaSalcev glije; ugotovljene motnje lahko dolgoro¢no
prispevajo k nastanku FAB.
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6 SKLEPI

V nalogi smo ugotavljali vpliv izrazanja mutanta PS/4E9 na u¢inkovitost znotrajceli¢nega
transporta sekrecijskin mesickov v mirovanju in po drazenju celic z ATP ter na jakost
izzvane sekrecije peptidov iz posameznih me$i¢kov astrocitov podgane v kulturi. Astrocite
smo transfecirali s plazmidno DNA z zapisom za PS1AE9 in ANP.emd ali VGLUT1-
EGFP ter v realnem ¢asu s konfokalnim mikroskopom opazovali premike mesickov in
izlo¢anje njihove vsebine.

Na podlagi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo:

e Peptidergicni in glutamatergi¢ni sekrecijski mesicki astrocitov so razlicno mobilni
membranski predelki. Peptidergi¢ni mesic¢ki so bolj mobilni od glutamatergi¢nih
mesickov.

e Oba tipa sekrecijskih mesickov kazeta usmerjene in neusmerjene premike. Poti
usmerjenih mesickov so podolgovate, poti neusmerjenih mesickov so »tockaste«.
Usmerjeni mesicki se aktivno premikajo vzdolz elementov citoskeleta,
neusmerjeni pasivno s prosto difuzijo.

e Velikost peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesickov ne vpliva na njihovo
mobilnost.

e Ekspresija mutiranega presenilina 1 (PSI4E9) v astrocitih zmanjsa spontano
mobilnost peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesickov.

e Drazenje astrocitov z ATP prehodno povea [Ca®'];; hitremu in strmemu
povecanju [Ca2+]i sledi postopno zmanjsevanje do bazalne ravni (~100 nM).

e Z ATP-izzvano povecanje [Ca®']; sovpada z zmanjSanjem usmerjene mobilnosti
peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesSi¢kov; mobilnost meSickov se na daljsi rok
deloma normalizira. Z ATP-izzvano zmanjsanje usmerjene mobilnosti mesickov je
izrazitejSe v astrocitin PS1AE9. Teznja po normaliziranju mobilnosti mesickov je
manj$a v astrocitith PST1AE9.

e Sproi¢anje sekrecijskih peptidov (ANP) iz astrocitov poteka z od Ca**-odvisno
eksocitozo. Stevilo z ATP-izzvanih dogodkov sekrecije peptidov je manjse v
astrocitin PS1AE9, verjetno zaradi manj u¢inkovite dostave mesickov do tar¢nih
mest na plazmalemi.
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7POVZETEK

Astrociti so heterogene celice glije, ki zagotavljajo presnovno in troficno podporo
nevronom. Motnje in/ali odpoved funkcije astrocitov lahko vodijo do nastanka
nevrodegenerativnih bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen (AB), za katero je znacilen
propad nevronov v ¢asovnem obdobju ve¢ let. Pri familiarni obliki AB so nasli mutirane
gene za preseniline (PS), ki spremenijo procesiranje APP in kalcijevo signalizacijo celic. V
nasem delu smo zato raziskali vpliv mutiranega PS1 (PSIAE9) na udinkovitost
znotrajcelicnega transporta sekrecijskih mesickov in jakost izzvanega sekrecijskega odziva
astrocitov podgane v kulturi. Nekatere astrocite smo dvojno transfecirali s plazmidom za
PS1AE9 in ANP.emd ter preiskovana procesa primerjali z enojno transfeciranimi astrociti,
ki so poleg endogenega PS1 izrazili le fluorescentni oznacevalec peptidergicnih mesi¢kov.
Druge astrocite smo dvojno transfecirali s plazmidom za PSIAE9 in VGLUT1-EGFP ter
mobilnost fluorescentnih glutamatergi¢nih mesickov primerjali z enojno transfeciranimi
astrociti. V ¢asovnih sekvencah konfokalnih mikrografij smo izmerili spontano in z ATP-
izzvano mobilnost fluorescentih mesickov ter kvantificirali delez sekrecijsko aktivnih
mesickov in ovrednotili dinamiko izlo¢anja njihove vsebine.

Spontana mobilnost peptidergi¢nih in glutamatergi¢nih mesi¢kov v astrocitih PSTAE9 je
bila manjsa v primerjavi z astrociti divjega tipa, kar je lahko posledica spremenjene
aktivnosti motornih proteinov in/ali okrnjene strukturne integritete citoskeleta v astrocitih
PS1AE9. Spontana mobilnost sekrecijskih mesi¢kov ni bila povezana z njihovo velikostjo.
Aplikacija ATP na astrocite je prehodno mobilizirala Ca?* v citosol celic; hitro in mo&no
povetanje [Ca’]i je sovpadalo z zmanjSanjem mobilnosti peptidergiénih in
glutamatergi¢nih mesickov. Z ATP-izzvano zmanjSanje usmerjene mobilnosti mesi¢kov je
bilo izrazitejse v astrocitin PS1AE9. Mobilnost mesickov se je deloma restavrirala po
ekscitacijskem drazenju celic; teznja po restavriranju mobilnosti mesickov je bila manjsa v
astrocitih PS1AE9.

Ekscitacijsko draZzenje astrocitov je izzvalo nenadno zmanjSanje fluorescence
peptidergi¢nih mesickov, ki kaze na popolno zlitje membrane mesi¢kov s plazmalemo in
hitro izlocanje njihove vsebine; v ~0,5 s. Dinamika izloCanja vsebine iz posameznih
mesSickov je bila podobna v PS1AE9 in astrocitih divjega tipa. Sekrecijski dogodki so bili
pogostejSi v prvi kot v drugi minuti drazenja celic z ATP, kar sovpada s povecano
aktivnostjo znotrajceliénega kalcija v prvi minuti drazenja celic. Stevilo sekrecijskih
dogodkov je bilo manjse v astrocitih PS1AE9, verjetno zaradi okrnjenega transporta
sekrecijskih mesickov vzdolz elementov citoskeleta do tarcnih mest na plazmalemi.

Zakljuc¢ujemo, da mutant PS14E9, ki deluje kot bolj prepustni kalcijev kanal v membrani
ER, povega [Ca®]; in potencialno zmanjsa aktivnost molekulskih motorjev ali vpliva na
strukturno integriteto citoskeletnega omrezja, ob katerem poteka hiter in ucinkovit
transport sekrecijskih mesickov do mest zlivanja na plazmalemi astrocitov.
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