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POVZETEK

Celice v organizmih in v kulturi izloajo v okolico zunajcelicne vezikle (ZV), ki
pomembno vplivajo na procese v organizmu. V vecini dosedanjih raziskav na celicah
centralnega zivénega sistema, med katere spadajo tudi mikroglije, so se ukvarjali z vlogo
Z\V-jev v patoloskih procesih. Mikroglije pa so vpletene tudi v normalne fizioloske
procese, pri ¢emer imajo najverjetneje ZV-ji, kot novo prepoznan nacin medcelicne
komunikacije, pomembno vlogo. V tej nalogi smo zato zeleli raziskati, ali mikroglije
vezikle izlo¢ajo tudi v normalnih fizioloskih pogojih. Nadalje nas je zanimalo, ali se
omenjena populacija veziklov razlikuje od populacije ZV-jev, izlo¢enih po izpostavitvi
mikroglij ATP-ju ali ionomicinu, ki dvigneta nivo znotrajceli¢nih Ca?* ionov in naj bi
vplivala na spros¢anje veziklov. Kot in vitro model humanih mikroglij smo uporabili
nesmrtno primarno celi¢no linijo mikroglij, transficirano z virusom SV40 in encimom

hTERT.

Z analizo ultracentrifugirane usedline s presevno elektronsko mikroskopijo smo pokazali,
da humane mikroglije, ne glede na tretiranje, v gojis¢e izlocajo ZV-je. Locitev izoliranih
ZV/-jev na saharoznem gradientu glede na gostoto in imunodetekcijo razli¢nih za ZV-je
znaCilnih proteinskih oznaCevalcev je pokazala, da ZV-je sestavljajo vsaj tri razlicne
subpopulacije veziklov. Za prvo (frakcije 1-4) je znadilna nizja gostota in prisotnost
acetilholinesteraze in aneksina, za drugo (frakcije 5-8) srednja gostota in Tsgl01, za tretjo
(frakcije 9-12) pa vecja gostota ter prisotnost zgolj proteina CD63 od znanih oznacevalcev.
Za ugotavljanje velikostne porazdelitve populacije ZV-jev v Sirokem velikostnem
intervalu, smo ustrezno optimizirali lo€itev veziklov s sistemom s pre¢nim pretokom kot
zunanjim poljem (AF4), sklopljenim z detektorjema MALS, ki meri radij giracije (Rims) in
QELS, ki meri hidrodinamski premer. Ugotovili smo, da mikroglije v kulturo izlo¢ajo
velikostno heterogeno populacijo veziklov (Rims 0d 30 do 510 nm), pri cemer se s starostjo
kulture in po izpostavitvi ATP-ju ali ionomicinu velikost izlo¢enih veziklov poveca.
Mikroglije prvih 48 ur vezikle izlo¢ajo kontinuirano, tretji dan pa Stevilo ZV-jev v Kkulturi
upade. lIzpostavitev mikroglij ATP-ju prav tako zmanjsa stevilo izlo¢enih veziklov,
normalizirano na milijon celic, medtem ko ionomicin nima vpliva.Ceprav se populacije
ZV-jev odvisno od tretiranja mikroglij razlikujejo v velikosti ali Stevilu, pa nasi rezultati
nakazujejo na podoben mehanizem nastanka in sproscanja ZV-jev iz mikroglij. Kulture,

starejSe od 48 ur, za analizo ZV-jev niso ve¢ primerne.

Vil



SUMMARY

Cells secrete under in vivo and in vitro conditions extracellular vesicles (EV's), which have
important physiological and pathological functions in organisms. Since microglia are
involved in many neurodegenerative and autoimmune diseases, most studies on cells of the
central nervous system focused on EV's in correlation to pathological states. However,
microglia are also involved in normal physiological processes and their functions may
depend on their EV's that are known to mediate cell to cell communication. Therefore, we
analysed if microglia secrete EV's under normal conditions and whether these vesicles
differs to vesicles, secreted by microglia after stimulation with ATP or ionomycin that are
supposed to stimulate EV's secretion by raising levels of intracellular Ca?*. We used

primary microglia transfected with SV40 and hTERT to make it immortal.

We showed by transmission electron microscopy that EV's like structures are obtained
after ultracentrifuging cell's medium no matter how the cells were treated. We separated
isolated EV's by density on sucrose gradient and showed that EV's distribute in 3
subpopulations showing enrichment in specific markers: in low density fractions (1-4) we
observed enrichment of acetylcholinesterase and annexin, in middle density fractions (5-8)
of Tsg101 and only CD63 was observed in high density fractions (9-12). To evaluate size
distribution of EV's we optimized method asymmetrical flow field-flow fractionation
(AF4), that separates particles by size and measure it with detectors MALS (measures
radius of gyration, Rims) and QELS (measures hydrodynamic diameter). We found that
microglia secrete heterogeneous populations of EV's (Rms 30 — 510 nm) in constitutive
manner and that their size gets bigger with time that cells spend in culture or after treating
them with ATP or ionomycin. First 48 hours microglia secrete vesicles constitutively.
However, after 72 hours in culture or after treatment with ATP their number per million

cells lower, whereas no significant change was observed after treatment with ionomycin.

Although populations of EV's differs in size or number between differently treated
microglia our results suggest similar mechanisms for their biogenesis. Microglial cultures

older than 48 hours are not appropriate for EV's analysis.

VI



SEZNAM OKRAJSAV

A absorbanca

ABCA1l ATP vezavni kasetni protein 1

AChE acetilholinesteraza

AF4 preto¢ni sistem s pre¢nim pretokom kot zunanjim poljem
ATP adenozin trifosfat

BCA bicinhoninska kislina

BSA goveji serumski albumin

C koncentracija

Ca? kalcijevi (11) ioni

CB1 kanabinoidni receptor tipa 1

CD oznacevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation)
CL celi¢ni lizat

CXsCR1 receptor 1 za kemokin CX3C

CZS centralni ziveéni sistem

D1 vzorec, dobljen po 24-urni inkubaciji

D2 vzorec, dobljen po 48-urni inkubaciji

D3 vzorec, dobljen po 72-urni inkubaciji

DLS dinami¢no sipanje svetlobe

DMEM Eaglovo gojis¢e modificirano po Dulbeccu

DPBS fosfatni pufer po Dulbeccu

EGFR receptor za epidermalni rastni faktor

ER endoplazemski retikulum

ESCRT kompleksi, potrebni za razvr§€anje v endosome in transport
FBS fetalni goveji serum

GABA y-aminomaslena kislina

HEPES N-[2-hidroksietil]piperazin-N'-[2-etan-sulfonska kislina]
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti



Hsc70
Ibal
IFN-y
IDE
IL-1B
KMP
LPS
MALS
MHC 1l
miRNA
MM
mMRNA
NaDS
NaDS-PAGE
NaOH
NncRNA

NTA
analysis)

QELS
Pi-DPBS
Pi-RIPA
Prpsc
PVDF
RZ

Rrms
TEM
TEMED
TRIS
Tsg 101

stresni protein

adaptorna molekula 1, ki veZe ioniziran Ca®*
interferon gama

inzulin-razgrajajoci encim

interlevkin 1

krvno-mozganska pregrada

lipopolisaharid

detektor za sipanje svetlobe pri veé kotih
poglavitni histokompatibilnostni kompleks
mikro ribonukleinska kislina

molekulska masa

informacijska ribonukleinska kislina
natrijev dodecilsulfat

poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS
natrijev hidroksid

nekodirajoca ribonukleinska kislina

metoda sledenja nanodelcev (angl. Nanoparticle tracking

kvazi elasti¢no sipanje svetlobe

0,1-odstotni proteazni inhibitor v DPBS
0,1-odstotni proteazni inhibitor v pufru RIPA
napacno zvit endogeni prionski protein
poliviniliden fluorid

determinacijski koeficient linearne regresije
radij giracije

presevna elektronska mikroskopija

N, N, N, N-tetrametil-etilendiamin
2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol

angl. Tumor susceptibility gene 101



T-TBS
vz ATP
vz IONO
Whnt3a
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0,1-odstotni polisorbat 20 v pufru TRIS

vzorec, dobljen po inkubaciji z ATP

vzorec, dobljen po inkubaciji z ionomicinom
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1. Uvod

1.1. Mikroglije, makrofagom podobne celice centralnega zivénega sistema
Cloveski mozgani predstavljajo 2 % telesne mase, kljub temu pa porabijo 25 % vse
glukoze v telesu (1). Sestavlja jih priblizno 102 celic, od tega je 1/10 nevronov in 9/10
ostalih celic, ki jih imenujemo glija. Le-te niso samo podporne celice nevronom, kot je bilo
sprva mi$ljeno, ampak pomembno vplivajo na vse procese v centralnem zivénem sistemu
(CZS) (2). Glije se naprej delijo na astrocite, oligodendrocite, mikroglije (predstavljajo
priblizno 10 % celic CZS (3-6)) in nekatere druge manj steviléne celice (7). Ob poskodbah
krvno mozganske pregrade (KMP) lahko v CZS vstopijo tudi krvne celice, kot npr.

monociti in limfociti (5, 6).

1.1.1. Izvor, morfologija in celiéne znacilnosti mikroglij

Mikroglije, za razliko od ostalih celic CZS, se razvijejo v rumenjakovi vrecki in so tako
sorodne nekaterim tkivnim makrofagov, kot npr. Kupfferjevim celicam v jetrih. Priblizno
10 dni po oploditvi jajceca kolonizirajo predele, ki se bodo razvili v mozgane (8, 9), do
sredine tretjega trimesecja pa mikroglije naselijo celotno mozgansko tkivo (10). Pri
odraslem ¢loveku v normalnih razmerah predstavljajo zakljuc¢eno populacijo celic, svoje
Stevilo pa ohranjajo z mitozo (10, 11). Gostota mikroglij se v mozganskih predelih

razlikuje, saj lahko potujejo proti mestom poskodb in se tam namnozijo (5).

Predvsem morfolosko so mikroglije raznovrstne. Iz telesa mirujo¢ih mikroglij izhajajo v
okolico mnogi izrastki (projektili, pri ¢emer jih lahko S§irijo in usmerjajo odvisno od
razli¢nih fizioloskih drazljajev, kot sta npr. glutamat in ATP (3, 4, 11, 12). Ob motnjah
homeostaze se aktivirajo, pri ¢emer se s pove€ano stopnjo aktivacije projektili krajSajo in
debelijo, telo pa postaja vse bolj ovalno. Minimalno aktivirane mikroglije se lahko preko
mnogih vmesnih stopenj aktivirajo do skrajne oblike, fagocitnih mikroglij ki so
morfolosko okroglaste in podobne makrofagom (3, 10, 11). Slednjim so podobne tudi
ameboidne mikroglije, ki se nahajajo predvsem v razvijajo¢ih mozganih (6). Distrofi¢ne
mikroglije so odsluzene celice, ki ne opravljajo ve¢ svojih funkcij. Morfolosko so

neobic¢ajnih oblik, zadnji izsledki pa jih povezujejo z vrsto nevrodegenerativnih bolezni (3,



10-12). Mikroglije lahko prehajajo iz ene oblike v drugo pod vplivom razli¢nih signalnih
molekul (6, 12).

S pomocjo specificnih oznacevalcev lahko lo¢imo mikroglije od nevronov in ostalih celic
glije, medtem ko si s krvnimi makrofagi vec¢ino oznacevalcev delijo in jih je med seboj
tezje lociti. Glede na prisotnost oznacevalcev lahko sklepamo tudi na tip mikroglije, saj je
njihovo izrazanje pogosto povecano Vv primeru aktivacije (5). Kot oznacevalec se najvec
uporablja protein Ibal, ki ga izrazajo mikroglije in makrofagi. Ibal veze Ca®* in sodeluje
pri reorganizaciji mikrofilamentov na celi¢ni membrani, njegovo izrazanje pa je povecano
pri aktivaciji mikroglij (13). Kot oznacevalci se uporabljajo tudi nekateri celi¢ni receptorji
(CX3CR1, CD163), adhezijske molekule (CD11c), molekule udelezene v imunskem
odzivu (CD45, MHC II) in druge (5).

Mikroglije izrazajo Stevilne receptorje, s katerimi zaznavajo glavne signalne molekule v
CZS: nevrotransmiterje, kot so glutamat, GABA, dopamin, serotonin, histamin, acetilholin
in ATP, citokine, toksine, opioide, angiotenzin, bradikinin, kanabinoide in steroide (5, 6,
12). Izrazanje teh receptorjev je pri mikroglijah odvisno od stopnje aktivacije, anatomske
lokacije in starosti. Ti receptorji so sklopljeni z najrazli¢nej§imi celi¢nimi mehanizmi, kot
so aktivacija sekundarnih prenaSalcev, kinaz in transkripcijskih faktorjev. V primerjavi z
nevroni so mikroglije elektriéno nevzdrazne in za celi¢no signaliziranje uporabljajo Ca®*,
ki ga hranijo v endoplazemskem retikulumu in mitohondriju. Na fiziologijo mikroglij

vplivajo tudi kloridni in kalijevi tokovi (6, 12).

1.1.2. Vloga mikroglij v centralnem zivénem sistemu

Kljub temu, da so mikroglije specializirane za dolo¢ene naloge v CZS, pa se morfoloska in
molekularna heterogenost mikroglij kaze tudi v heterogenosti funkcij, ki jih opravljajo.
Vloga mikroglij naj bi bila tako odvisna od mozganskega podro¢ja, kjer se nahajajo,
trenutnega fizioloskega stanja in preteklosti celice, saj mikroglije ohranijo spomin na

doloceno stanje (5, 10).

V CZS mikroglije nadzorujejo okolico in so glavne celice prirojenega imunskega sistema
(5, 6, 10-12). Mirujoce mikroglije usmerjajo Svoje Stevilne razvejane projektile proti
sinapsam (5, 10, 12) in tako skrbijo, da je povezava med razli¢nimi nevroni ustrezna (5,

11). Poleg tega tvorijo z astrociti in endotelijskimi celicami KMP. Ob poskodbah celic,



KMP, okuzbah ali kak$nih drugih nevarnostih se aktivirajo z namenom, da Cimprej
povrnejo tkivo v homeostazo (5, 12). Zac¢nejo se deliti in glede na naravo groznje izloc¢ati
vecjo koli¢ino provnetnih citokinov, metaloproteinaz in citotoksicnih molekul ter povecajo
kapaciteto za predstavitev antigenov. S tem lahko aktivirajo ostale mikroglije in olajSajo
vstop limfocitom, monocitom in ostalim mikroglijam na doti¢no mesto, kjer nato izvajajo
svoje funkcije (6, 12). S fagocitozo mikroglije odstranjujejo eksogene in endogene
nepotrebne oziroma Skodljive snovi (5, 12), med drugim tudi disfunkcionalne sinapse (10,
12), mielin v zunajceli¢nem prostoru, ki jim ga v razgradnjo posiljajo oligodendrociti (5),
ter potencialno toksi¢ne zelezove ione (11). V nekaterih primerih vplivajo na povecano ali

zmanj$ano nastanjanje celic glije in nevronov (5, 10, 11).

Ceprav je aktivacija mikroglij koristna in nujno potrebna za obnovitev homeostaze, pa je
dolgotrajna, pretirana ali nenadzorovana aktivacija Skodljiva in lahko privede do
patoloskih stanj (6, 10-12). Zaradi nakopicenih poskodb skozi zivljenje, ki so posledica
celi¢nega dihanja in reaktivnih kisikovih spojin, njihove dolge zivljenjske dobe, sistemskih
bolezni, zivljenjskega sloga ipd., so z leti mikroglije ¢edalje bolj aktivirane. Pod vplivom
teh bremen se pocasi trosijo in sCasoma morfolosko in sekretorno vse vecji delez mikroglij
ustreza distrofiéni opredelitvi. Posledi¢no v teh predelih mozgansko tkivo nima vec

ustrezne podpore in hitreje pride do patoloskih sprememb (10, 11).

Distroficne mikroglije so povezali predvsem z nevrodegenerativnimi boleznimi, kot so
amiotroficna laterarna skleroza (10), Alzheimerjeva bolezen, pri kateri mikroglije
kolokalizirajo z nevrofibrilarnimi pentljami in celo prehitevajo njihov nastanek,
Parkinsonovo boleznijo, Downovim sindromom (10, 11) in Huntingtonovo boleznijo, ki so
Jjo poleg tega povezali tudi s kopi¢enjem feritina v mikroglijah (14). Pri multipli sklerozi,
avtoimunski bolezni CZS, je prispevek mikroglij zelo kompleksen, konéni ucinek pa
odvisen od Stevilnih dejavnikov (stanja in stopnje aktivacije mikroglij, lastnosti
posameznika, ipd.) (15). Mikroglije v normalnih okolis¢inah spodbujajo rast glioma,
aktivirane mikroglije pa igrajo pomembno vlogo pri procesiranju in vzdrZevanju
nevropatske bolecine (10). Nekateri znotrajceli¢ni paraziti in virusi izrabljajo fiziologijo
mikroglij na razline na¢ine: za vstop v CZS, kot gostiteljske celice ali kot virusni
rezervoar, kar velja tudi za virus HIV (6, 16). ZmanjSana podpora in s tem propad
nevronov zaradi pretirane aktivacije oziroma zaradi iztroSenih mikroglij se lahko izrazi

tudi kot depresija (17).
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Slika 1: Vpliv akutne in kroni¢ne aktivacije mikroglij na nevrone. Zaradi signalov na
racun poskodovanih nevronov se mikroglije aktivirajo, zacnejo se deliti in povecajo celicni
metabolizem. V kolikor nudijo nevronom zadostno oporo, ti prezivijo in visek mikroglij
vstopi v apoptozo. V kolikor nevroni ne prezivijo, mikroglije fagocitirajo odmrle nevrone in
njihove dele. Ce so nevroni prizadeti dalj ¢asa, so posledicno mikroglije kronicno
aktivirane in nekatere ne prenesejo tega bremena, zato scasoma postanejo distroficne. Ko
kriticno Stevilo mikroglij postane distroficnih, nevroni ne dobijo zadostne podpore s strani

mikroglij, zato zacnejo odmirati, s tem pa se Siri nevrodegeneracija po CZS (prirejeno po

(10)).



1.2. Vezikularni transport pri mikroglijah
Mikroglije izlocajo v okolje Stevilne molekule z razlicnimi nevezikularnimi in
vezikularnimi procesi. Med nevezikularne procese uvrs¢amo izlo¢anje preko razlicnih
transporterjev, koneksonov presledkovnega stika in razlicnih ionskih kanalov. Pri
klasicnem razumevanju vezikularne eksocitoze se znotrajcelicni vezikel zdruzi s
plazemsko membrano, pri ¢emer sprosti svojo vsebino v zunajceli¢ni prostor (18-20),
novejse raziskave pa SO pokazale, da se v zunajceli¢ni prostor lahko sproscajo tudi celi

vezikli (21-24). Pri mikroglijah so dokazali:

(1) Sekretorne lizosome — nastanejo z obogatitvijo multivezikularnih teles z
lizosomskimi proteini. Vsebujejo degradirane proteine in ATP, ki v zunajceli¢nem prostoru
sluzi kemotaksi mikroglij proti prizadetim obmocjem. EKsocitozo sprozi povisana
koncentracija znotrajceli¢nega Ca®*. Po zlitju s plazemsko membrano izlo¢ijo svojo

vsebino v zunajceli¢ni prostor (18-20).

(2) Sekretorne granule - nastanejo z odcepom dela membrane iz Golgijevega
aparata, nakar sledijo stopnjam zorenja veziklov, ki se zaklju¢i z eksocitozo. Vsebujejo
oznacevalca sekretogranin 2 in vezikularni ATP transporter, sproscanje pa je prav tako
inducirano s povisano koncentracijo znotrajceliénega Ca®'. Po zlitju s plazemsko

membrano izlo¢ijo svojo vsebino v zunajceli¢ni prostor (18, 25).

(3) Zunajceli¢ni vezikli (ZV) - v zunajceli¢ni prostor se sprostijo v obliki veziklov,
0 njihovem nastanku in funkcijah pa je kljub naras¢ajo¢emu Stevilu raziskav Se veliko
neznanega, saj je podroc¢je relativno mlado (13, 18, 26-38). V likvorju so prisotni ZV-ji
razli¢nih velikosti (40 — 1000 nm), ki prenasSajo tudi tipi¢ne oznacevalce mikroglij, kot sta
npr. CD11b/c in Iba 1 (18, 32). In vitro mikroglije z ZV-ji iz celic izlo¢ajo enega glavnih
provnetnih citokinov interlevkin 1 (IL-1B) skupaj s pro-kaspazo 1 in receptorjem P2X7,
katerih prisotnost je zadostna za nadzorovano sproscanje vsebine veziklov na lokacijah s
povecano koncentracijo ATP (29). Nabor identificiranih encimov v ZV-jih mikroglij se
nadaljuje z inzulin-razgrajajo¢im encimom (IDE), ki razgrajuje Stevilne nevropeptide (39)
in CD13, ki razgrajuje enkefaline (38). V ZV-jih mikroglij so nasli tudi morfogen Wnt3a
(31) in MHC II, ki ga v ZV-jih pospeseno izloc¢ajo aktivirane mikroglije (38, 40) ter

endokanabionoid anandamid ki deluje na gabaergi¢ne nevrone z vezavo na pripadajoce



receptorje CB1 (41). IL-1B in IDE nimata potrebnega zaporedja za izlo¢anje po klasi¢ni

poti preko endoplazemskega retikuluma in Golgijevega aparata (18).

Zunajceliéni  vezikli, spro$¢eni iz razli¢no tretiranih mikroglij, povecajo aktivnost
primarnih hipokampalnih nevronov preko aktivacije metabolizma sfingomielina na
presinaptiénem nevronu, zaradi Cesar se poveca eksocitoza sinapti¢nih veziklov (42). In
vitro lahko mikroglije aktiviramo z razli¢nimi aktivatorji, kot so LPS (31, 42, 43), IFN-y
(43) ali a-sinuklein (37). Zunajceli¢ni vezikli aktiviranih mikroglij so po sestavi drugac¢ni
in aktivirajo tudi druge mikroglije in astrocite in so napram kontroli v veéji meri
nevrotoksi¢ni (36, 37, 43). S tem uravnavajo dogajanje v okolici, kar ima lahko v nekaterih
primerih koristne, v drugih pa skodljive ucinke (18, 32, 35). In vivo mikroglije mo¢no
povelajo izlodanje ZV-jev pri tistih boleznih CZS, ki jih spremlja vnetje, kot so
Alzheimerjeva bolezen, razlicne kognitivne motnje (32) in prieksperimentalnem
avtoimunem encefalomielitisu, zivalskem modelu multiple skleroze (35). Mikroglije z ZV-
ji privzemajo in razgrajujejo mielin (30) in amilodni protein B brez da bi kazale znake
aktivacije, kar kaze na njihovo funkcijo pri odstranjevanju potencialno toksi¢nih molekul v

normalnih fizioloskih pogojih (36).

1.3.Vrste zunajceli¢nih veziklov
Zunajceliéne vezikle delimo na ecksosome, mikrovezikle in apoptoti¢na telesa (24).
Razlikujejo se po mehanizmu in mestu nastanka v celici, medtem ko so si v nekaterih
primerih zelo podobni po strukturi in funkcijah, ki jih opravljajo (21, 22, 24, 44). Njihove
osnovne funkcije so varno odstranjevanje snovi iz celice in medceli¢na komunikacija (22,
24).

Zunajceli¢ne vezikle in vitro izlo¢a vecina celi¢nih linij, vklju¢no z mati¢nimi celicami.
Nasli so jih v vseh telesnih tekocinah (slina, urin, kri, likvor, materino mleko, sinovialna
tekocina, plodovnica, sperma in ostale), kar nakazuje, da jih celice izloc¢ajo tudi in vivo
(21-24). Po nekaterih raziskavah je njihova koncentracija v telesu relativno visoka — v
serumu so npr. porocali o 3.000.000 ZV-jih/uL (22). Vsebujejo Stevilne funkcionalne
proteine, povezane s fizioloskimi in patoloskimi procesi: encime, transkripcijske faktorje,
adhezijske molekule, receptorje, citotoksi¢ne molekule, onkogene, antigene, molekule,
udelezene v imunskem odzivu in molekule, ki vplivajo na celice v blizini in tudi na bolj

oddaljenih anatomskih mestih. Poleg proteinov vsebujejo tudi razlicne oblike RNA -



informacijsko RNA (ang. mMRNA), mikro RNA (ang. miRNA) in nekodirajoco RNA (ang.
ncRNA), ki se lahko prenesejo v tar¢no celico in vplivajo na njihovo fiziologijo. Vezikli
prenasajo bioaktivne molekule tako v membrani kot tudi v lumnu vezikla (21-24, 28, 29,
44-48).

Zunajceli¢ne vezikle so za zdaj povezali z razvojem CZS, zas¢ito nevronov, sinaptiéno
aktivnostjo, mielinizacijo v CZS, §irjenjem vnetja, koagulacijo, mnogimi tumorji,
apoptozo, nevrodegenerativnimi boleznimi, avtoimunskimi in kardiovaskularnimi obolenji
ter okuzbami z razlicnimi mikroorganizmi (21, 32, 34, 44). Funkcije vrsijo na razli¢ne
nacine: vezikel ali ligand, ki nastane po cepitvi prekurzorja v veziklu zaradi delovanja
proteaz, se lahko direktno veze na celine receptorje, po drugem nacinu pa celica prevzame

vezikel z endocitozo v citosol, Kjer ta sprosti svoj bioaktivni tovor (18, 48).

Velik potencial izkazujejo zunajceli¢ni vezikli za diagnostiko bolezenskih stanj, saj je
njihova sestava odvisna od celice izvora in njenega (pato)fizioloSkega stanja (22, 24, 32) in
zato vsebujejo proteine, ki jih lahko povezemo z bolezenijo (22, 32, 49). Pridobivanje
vzorcev iz krvi, sline in urina je za pacienta veliko manj invaziven postopek kot biopsija
tkiva ali odvzem likvorja, poleg tega je analiza vzorca opravljena hitreje in ceneje.
Nekatera podjetja ze razvijajo metode, s katerimi lahko z analizo ZV-jev zaznajo prisotnost

HIV, tuberkulozo, tumorje in nekatere nevrodegenerativne bolezni (22).

Bioaktivne molekule so v ZV-jih stabilne, saj so varne pred razgradnjo z nukleazami ali
proteazami. Vsebujejo molekule, ki reagirajo s povrsino celic in s tem v njihovo okolico
prenesejo svoj tovor, kar vpliva na fizioloske procese v celicah in tkivu. Te lastnosti so
zaceli izkoriScati tudi nekateri raziskovalci: v nekaj klini¢nih raziskavah faze I so rakave
bolnike cepili z onkogeni, ki so jih uvedli v predhodno izolirane ZV-je dendriti¢nih celic.
Razli¢ni raziskovalci so se ukvarjali tudi s prenosom zdravilnih u€inkovin ali molekul
RNA tar¢nim celicam (21, 22, 24). Potencial za klini¢no uporabo ima tudi farmakolosko
znizanje izlo¢anja ZV-jev z nekaterimi antagonisti Ca?* kanalov, kot npr. nifedipin, s
pantetinom, ki nastane pri presnovi vitamina B5 in izbolj$a znake pri Zivalskem modelu

malarije in fingolimodom, ki izbolj$a stanje pri zivalskem modelu multiple skleroze (32).



1.3.1. Eksosomi

Eksosomi so izmed ZV-ji najman;jsi. Premer vezikla je prb. 40-120 nm, podobno kot je
velikost virusov, njihova gostota pa prb. 1,13-1,19 g/mL. Pod elektronskim mikroskopom
so znaCilnih krofom podobnih oblik (21-24). Izlo¢anje eksosomov lahko poteka

kontinuirano (24, 47) ali zaradi razli¢nih zunanjih vplivov na celico (23, 24).

Biogeneza eksosomov: Nastanejo v sklopu zorenja endosomov z invaginacijo membrane v
notranjost. Tako nastane multivezikularno telo, ki je nekak$na vmesna stopnja med
zgodnjim in poznim endosomom in lahko vsebuje ve¢ sto veziklov. Multivezikularna
telesa, namenjena izlocanju ZV-jev, se zdruZzijo s celiéno membrano in sprostijo vezikle v
zunanjost, ki se odtlej imenujejo eksosomi (21-24, 44, 45). Tovor in zgradba eksosomov
sta odvisna od skrbno organiziranega razvr§¢anja molekul tekom zorenja endosomov med
multivezikularnimi telesi, lizosomi, Golgijevim aparatom in celi¢cno membrano, pri ¢emer

sodeluje ve¢ razli¢nih molekulskih ustrojev (18, 23, 48, 50).

Sestava eksosomov in oznacevalci: Eksosomski oznacevalci niso povsem eksosomsko
specifi¢ni, saj se lahko nekateri nahajajo tudi v drugih veziklih. Mednje spadajo proteini, i
so povezani z nastankom eksosomov v celici, kot so proteini, udelezeni v membranski
transport in zlitje (GTPaze Rab, aneksini, flotilini); proteini, udeleZzeni v nastanek
multivezikularnega telesa (Alix in Tsgl01); integrini; tetraspanini (CD63, CD9, CD81,
CD82) in stresni proteini (Hsc70 in Hsc90). Eksosomi so obogateni tudi z nekaterimi za
lipidne rafte znacilnimi lipidi kot so holesterol, sfingolipidi, ceramid in fosfolipidi z
dolgimi nasi¢enimi mascobnimi kislinami. Zaradi tega so vezikli bolj rigidni in v
zunajceliénem prostoru bolj stabilni (22, 23, 48). Eksosomi ne vsebujejo proteinov,
povezanih z drugimi celi¢nimi organeli, kot sta endoplazemski retikulum in mitohondrij
(20).

Primeri nekaterih funkcij: Razlicne raziskave porocajo o aktivnem sodelovanju
eksosomov pri imunskemu odzivu. Sposobni so predstaviti in posredovati antigen in tudi
kompleks MHC-peptid dendriti¢nim celicam in limfocitom T in s tem uravnavati imunski
odziv (23, 45). Nadalje so pokazali, da eksosomi zrelih dendritiénih celic mocneje
aktivirajo imunski sistem kot eksosomi nezrelih dendriti¢nih celic, kar je skladno z
ugotovotvijo, da stanje celice vpliva na funkcije eksosomov (23, 45). Tumorske celice

izlocajo eksosome, ki ali spodbujajo ali zavirajo imunski odziv (23, 45) in sodelujejo pri



angiogenezi in aktivaciji onkogenih poti z ligandi za receptor epidermalnega rastnega
faktorja (EGFR) in s prenosom onkogene RNA (23). Eksosomi iz posteljice prav tako
izrazajo imunosupresivne lastnosti, kar naj bi preprecilo materin imunski odziv proti plodu
(23, 45). Nef, eden glavnih patogenih proteinov virusa HIV, pospesi izlo¢anje eksosomov
iz CD4" T celic in se tudi sam vgradi vanje (51). Eksosomi lahko prenasajo molekule, ki so
toksi¢ne in povezane z nekaterimi nevrodegenerativnimi boleznimi — prionski protein PrP*
(povezan z Creutzfeldt-Jakobovo boleznijo in boleznijo norih krav), a sinuklein (povezan
s Parkinsonovo boleznijo) in amiloidni prekurzorski protein (povezan z Alzheimerjevo
boleznijo) (23).

1.3.2. Mikrovezikli

Mikrovezikli so velikosti 100-1000 nm, podobno kot bakterije ali netopni imunski
kompleksi (24, 44). Celice jih lahko izlo¢ajo kontinuirano, njihovo izlo¢anje pa se poveca
ob Stevilnih drazljajih, kot so okuzbe, ishemija, radiacija in celi¢na aktivacija, ki je

povezana s poveéano koncentracijo znotrajceli¢nega Ca®* (44).

Biogeneza mikroveziklov: Nastanejo z nagubanjem in odcepom dela celiéne membrane v
zunajceliéni prostor (21) predvsem v obmocju lipidnih raftov (18). Pri tem sta poglavitna
dogodka reorganizacija citoskeleta, v kar je vpletenih ve¢ encimskih sistemov in
spremembe v organizaciji membranskih lipidov, kot sta npr. izpostavitev fosfatidilserina na
zunanjo stran membrane in tvorba ceramida (28, 44). Po omenjenem principu na
spros¢anje mikroveziklov vpliva aktivacija purinergi¢nega receptorja P2X7, pri ¢emer se

aktivira kisla sfingomielinaza, ki katalizira nastanek ceramida iz sfingomielina (28).

Sestava mikroveziklov in oznacevalci: V primerjavi z eksosomi je trenutno poznanih
precej manj oznacevalcev (24). Vsebujejo lahko nekatere celi¢ne receptorje (28, 32) in
encime, ki so v eksosomih redki ali so popolnoma odsotni (28). Na zunanji strani
membrane vsebujejo ve¢ fosfatidilserina kot eksosomi, podobno kot eksosomi pa so
obogateni z nekaterimi lipidi (18, 35). Glede na prisotnost fosfatidilserina na membrani
obstaja dolocena heterogenost med mikrovezikli (24, 28, 44), kar verjetno vpliva na

njihove bioloske funkcije (44).


http://sl.wikipedia.org/wiki/Creutzfeldt-Jakobova_bolezen

Primeri nekaterih funkcij: V patoloskih stanjih se njihova koli¢ina v zunajceli¢nem
prostoru ve¢inoma poveca, nasprotno pa se pri sistemskem eritematoznem lupusu njihova
koli¢ina zmanjsa (44). Koli¢ina mikroveziklov pri pacientih z multiplo sklerozo narasca z
napredovanjem bolezni in se pri miSih mo¢no zmanjs$a ob aplikaciji fingolimoda (32, 44,
52). Oznacevalca poSkodbe KMP, CD51 in CD31, sta glede na stanje multiple skleroze
razli¢no prisotna v mikroveziklih — CD51 je stalno prisoten, medtem ko se nivo CD31 v
mikroveziklih poveca ob poslabsanju in zniza ob izboljSanju stanja multiple skleroze. V
raziskavi so predlagali, da CD51 kaze na kroni¢no, CD31 pa na akutno poskodbo
endotelija (povzeto po (44)).

Na mi§jem modelu malarije so dokazali, da je ABCAL, ki regulira prisotnost
fosfatidilserina na zunanji celiéni membrani, udeleZzen v patogenezo bolezni. Misi, ki so
jim odstranili gen za ABCAI, izrazajo manj fosfatidilserina na zunanji strani membrane,
imajo manj mikroveziklov in so odporne na bolezen. Mikrovezikli prenasajo tudi amiloidni
prekurzorski protein in amiloidni protein B. V mikroveziklih pacientov, ki kaZejo manjse
kognitivne motnje ali zgodnje znake Alzheimerjeve bolezni, so nasli povecano koli¢ino

fosforiliranega proteina Tau (povzeto po (44)).

1.3.3. Apoptoti¢na telesa

So najmanj raziskana skupina ZV-jev. Apoptoti¢na telesa so nepravilnih oblik in velikosti
1000 - 5000 nm, podobno kot trombociti (24). Izlo¢ajo jih celice v zaklju¢nih fazah
apoptoze (24, 44). So nekoliko ve¢ji od mikroveziklov in med drugim vsebujejo tudi jedrni
material in celi¢ne organele, ki so odsotne v mikroveziklih (44). Njihova glavna naloga je
varna odstranitev potencialno $kodljivega materiala iz apoptoti¢nih celic (24), ena izmed
njih pa tudi horizontalni prenos genov, pri katerem poteka izmenjava genov znotraj iste

generacije celic (21, 24).
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Slika 2: Celi¢ni izvor in mehanizem interakcij eksosomov in mikroveziklov s povrsino
celice. Eksosomi in mikrovezikli se locijo po biogenezi; eksosomi nastanejo z zorenjem
multivezikularnega telesa, mikrovezikli pa po brstenju celicne membrane. Na tarcno celico
delujejo z vezavo na celicne receptorje ali pa jih celice prenesejo v notranjost z endocitozo
(fagocitozo, pinocitozo), kjer sprostijo svoj tovor (24). MHC-poglavitni histokompatibilni
kompleks, MVT-multivezikularno telo.
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1.4. Izolacija in analiza zunajceli¢nih veziklov
Zunajcelicni vezikli so relativno novo podrocje, zato Se ni dokoncnega soglasja glede
najprimernejSega nacina izolacije in analize, raznoliki pristopi pa so tudi posledica njihove
heterogenosti in namembnosti ZV-jev po njihovi izolaciji. Soglasje glede postopkov

analize je tudi eden glavnih ciljev podroc¢ja v prihodnosti (53, 54).

1.4.1. lzolacija zunajceli¢nih veziklov

Zunajceli¢ne vezikle lahko izoliramo z razliénimi tehnikami, ki izkori§¢ajo njihove
fizikalne in biokemijske lastnosti. Skupno vsem tehnikam je, da moramo iz vzorcev
¢imprej odstraniti celice, da ne motijo nadaljnih postopkov (53, 54). Metode za izolacijo
izberemo glede na to, kaj raziskujemo: zanimajo nas lahko splosne karakteristike ZV-jev,
kot so velikost, Stevilo in zgradba; fukcija ZV-jev, pri ¢emer se mora ta ohraniti tekom
izolacije; lahko se jih uporabi v diagnostiéne namene, v razvoju pa je tudi moznost
cepljenja rakavih pacientov z lastnimi vezikli, obogatenimi s tumorskimi antigeni, pri

¢emer pa so zahteve glede varnosti za pacienta zelo stroge (53).

(1) ULTRACENTRIFUGIRANJE: S pomocjo visokih pospeskov lo¢imo ZV-je od
supernatanta. Vecje vezikle (mikrovezikle) lahko peletiramo pri 10.000-20.000 x g, manjse
(eksosome) pa od 100.000 x g naprej. Poleg veziklov lahko usedlina vsebuje tudi necistoce,
kot so lipoproteini, mikrosomi in proteinski agregati. Delno jih lahko oc€istimo s ponovnim
ultracentrifugiranjem v primernem pufru ali na gostotnem gradientu, ki ga pripravimo s
saharozo ali iodiksanolom. V slednjem primeru se necistoe posedejo na dno
ultracentrifugirke, vezikli pa se razporedijo v frakcije s podobno gostoto. Parametri, ki
vplivajo na uéinkovitost izolacije, so kakovost vhodnega vzorca, viskoznost medija, Cas
ultracentrifugiranja in velikost ultracentrifugirke. Zaradi sil pri ultracentrifugiranju se

lahko vezikli poskodujejo, zdruzujejo ali izgubijo del svojih funcij (24, 48, 53).

(2) FILTRIRANJE: Za izolacijo razli¢no velikih veziklov se lahko uporabijo filtri
razli¢nih velikost (filter z velikostjo por 0,8 ali 0,2 um). Dobra stran filtriranja je enostavna
uporaba in znana velikost por in s tem velikostni razred ZV-jev, slaba pa poskodba
veziklov zaradi sil, ki nastanejo pri prehodu skozi pore, in s tem morebitna izguba funkcije
(24, 48, 53).
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(3) IMUNOAFINITETNA IZOLACIJA: Protitelesa proti antigenom prisotnih na
povrsini vezikla so naneSena na primerne mikrotiterske plosce, na katere se nato zaradi
interakcij antigen - protitelo vezejo vezikli. S tem lahko zelo specificno ciljamo na
dolo¢eno skupino veziklov, po drugi strani pa lahko izgubimo precej veziklov, ki ne
vsebujejo ciljanih antigenov. Poleg tega je tehnologija drazja in zahtevnejSa za rokovanje
(povzeto po (24, 48, 53)).

(4) MIKROFLUIDNE NAPRAVE: Majhen volumen vzorca (< 1 mL) injiciramo v
napravo, ki loCi vezikle na podlagi razlicnih lastnosti: velikosti, gostoti, specificnih
proteinih ali elektrostatske sile. Ce je metoda optimizirana, je izolacija opravljena relativno
hitro in natan¢no, pri ¢emer porabimo majhne koliine reagentov. Metoda je sicer zahtevna

za rokovanje in primerna za manjse koli¢ine vzorcev (24).

Ucinkovitost izolacije se kaZe s ¢isto€o, izkoristkom in ohranitvijo lastnosti veziklov, ki so

pomembni za namen raziskave (48, 53).

1.4.2. Analiza zunajceli¢nih veziklov

Zunajceli¢ne vezikle lahko analiziramo na podlagi razliénih fizikalnih in biokemijskih

lastnostih.

(1) OPTICNE TEHNIKE: Vezikli sipajo svetlobo in na podlagi tega lahko
sklepamo na velikost in v nekaterih primerih tudi $tevilo veziklov. Pogosto se uporabljajo
metoda sledenja nanodelcev (NTA), dinamicno sipanje svetlobe (DLS) in pretocna
citometrija. Metodi DLS in NTA izrabljata Brownovo gibanje delcev za njihovo
opazovanje. Z NTA lahko ocenimo povprecne velikosti heterogenih populacij veziklov in
njihovo koncentracijo v vzorcu, medtem ko z DLS merimo povprecno velikost homogene
populacije veziklov. Slabost obeh metod so kompleksni algoritmi, za katere mora
uporabnik dolociti parametre in pri ¢emer je veliko odvisno od usposobljenosti operaterja,
zato se lahko konéni izracuni med meritvami precej razlikujejo, in dejstvo, da man;jsi
vezikli sipajo precej manj svetlobe in jih je tezko zaznati (10-krat vedji vezikel sipa 105-
krat ve¢ svetlobe). Vzorec mora biti zato ¢imbolj homogenih velikosti, kar pa je redkost.
Poleg tega metodi ne lo¢ita med vezikli in ostalimi ne€istoCami. Preto¢ni citometer lahko z

nekaj spretnosti in dobro opremo optimizaramo do te mere, da zaznamo in kvantificiramo
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delce tudi do 200 nm, za najmanjSe delce (pod 100 nm) pa metoda ni primerna. Za
kvantifikacijo potrebujemo standard, kot so npr. polistirenske kroglice, ki pa imajo
omejitve, saj se napram veziklom kot bioloSkim materialom precej razlikujejo v sipanju

svetlobe.

(2) PRESEVNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA IN MIKROSKOPIJA NA
ATOMSKO SILO: s presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) lahko direktno dokazemo
prisotnost veziklov in analiziramo njihovo velikost ter morfologijo. Pri tem moramo paziti,
da obdelamo dovolj veliko Stevilo veziklov za statisticno znalilen rezultat.
Mikroskopiramo lahko tudi zamrznjene vezikle, s ¢imer se izognemo dehidraciji in
pritrjevanju pri pripravi vzorca. Z mikroskopijo na atomsko silo lahko zelo dobro ocenimo
morfologijo vezikla. Pri tej metodi konica nanometrskih velikosti potuje ob povrSini
vezikla in se odklanja glede na strukturo. Pri obeh metodah je priprava vzorca dokaj

zahtevna.

(3) IMUNOKEMIJSKE METODE: Proteinsko sestavo veziklov lahko analiziramo z
razli¢nimi imunokemijskimi metodami, kjer proteine najprej lo¢imo in potem analiziramo
s pomocjo specificnin protiteles. Vezana protitelesa nato zaznamo s sekundarnimi
protitelesi, ki imajo vezan substrat ali encim, kar izrabimo za detekcijo. TakSen primer je

na primer loc¢ba s poliakrilamidno gelsko elektroforezo in prenosom western (53-55).

(4) SKLOPNJENE METODE: Smiselno sklopljene tehnike precej izboljsajo
analizo. Ena tak$nih metod je preto¢ni sistem s preénim pretokom kot zunanjim poljem
(AF4), pr1 kateri vezikli potujejo v cevi z laminarnim tokom, ki je najhitrejSi na sredini
cevi in pocasnejsi ob robovih. Vezikle proti dnu cevi potiska dodatni pravokotno usmerjen
tok. Manjsi vezikli z ve¢jim difuzijskim koeficientom potujejo ve¢ Casa s sredinskim,
hitrejSim tokom in se zato iz cevi izlocijo prej kot vecji vezikli. Po locbi veziklov po
velikosti lahko nato z razli¢nimi tehnikami merjenja sipanja svetlobe (NTA ali ve¢kotnim
detektorjem za sipanje svetlobe, MALS) in naknadno programsko analizo dolo¢imo
velikostno porazdelitev in koncentracijo veziklov. Metoda lahko lo¢i proteine,
polisaharide, plazmide ali vezikle od nekaj nanomentrov do mikrometrske velikosti (56-
59).

Ve¢ informacij o kemijskih in bioloskih znacilnostih veziklov lahko dobimo tudi z

uvajanjem fluorofora ali fluorescentno oznacenih protiteles. Vezikle lahko oznadimo S
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primernimi fluorofori in jih opazujemo pod opticnim mikroskopom. Razlikovanje na
podlagi fluorescence se dobro obnese tudi pri pretocni citometriji. Manjse vezikle, ki jih z
NTA ne moremo zadostno zaznati, lahko prav tako dobro kot vec¢je zaznamo z uvedbo

fluorofora. S TEM lahko opazujemo pritrjena protitelesa, ki imajo vezano zlato (53-55).

DLS

NTA

—_— OPTICNE TEHNIKE

PRETOCNA
CITOMETRIJA

TEM

e MIKROSKOPIJA

MIKROSKOPIJA NA
ATOMSKO SILO

IMUNOKEMIJSKE TEHNIKE NaDS-PAGE

ANALIZA ZV
|

FLUORESCENCNA
MIKROSKOPIJA

SKLOPLJENE TEHNIKE

AF4-MALS

Slika 3: Shema najpogosteje uporabljenih metod za analizo zunajceli¢nih veziklov. ZV
- zunajcelicni vezikli, DLS - dinamicno sipanje svetlobe, NTA - metoda sledenja
nanodelcev, TEM - presevna elektronska mikroskopija, NaDS-PAGE - poliakrilamidna
gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata, AF4-MALS - pretocni sistem

S precnim pretokom kot zunanjim poljem z veckotnim detektorjem za sipanje svetlobe.
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2. Namen dela

Celice v organizmih in v kulturi izlocajo v okolico vezikle, ki pomembno vplivajo na
procese v organizmu. Vecina dosedanjih raziskav na celicah centralnega zivénega sistema,
med katere spadajo tudi mikroglije, je preucevala vlogo zunajcelicnih veziklov v
patoloskih procesih. Mikroglije so namre¢ pomembno vpletene v razvoj Stevilnih
patoloskih stanj, kot so nevrodegenerativna ali avtoimuna obolenja centralnega Zivénega
sistema. Mikroglije pa so vpletene tudi v normalne fizioloske procese, kot je nadzor
delovanja in stanja nevronov, vzpostavitev sinaps in odstranjevanje prebitka mielina iz
okolice, pri ¢emer imajo najverjetneje zunajceli¢ni vezikli, kot novo prepoznan nacin
medceli¢ne komunikacije, pomembno vlogo. V tej nalogi smo zato zeleli raziskati, ali
mikroglije vezikle izlo¢ajo tudi v normalnih fizioloskih pogojih. Nadalje nas je zanimalo,
ali se omenjena populacija veziklov razlikuje od populacije veziklov izlo¢enih po
izpostavitvi mikroglij ATP-ju ali ionomicinu, ki dvigneta koncentracijo znotrajceli¢nih
Ca?* ionov, in naj bi vplivala na spros¢anje veziklov. Kot in vitro model humanih mikroglij

smo uporabili normalne imortalizirane humane mikroglije.

Zunajceliéne vezikle, normalno ali inducibilno izlo¢ene iz mikroglij, bomo analizirali na
razli¢ne nacine: s presevno elektronsko mikroskopijo bomo preverili, ali jih lahko v
zadostnem Stevilu izoliramo iz gojis¢a kultur mikroglij. Nato bomo vezikle analizirali s
sistemom s pre¢nim pretokom kot zunanjim poljem, skopljenim z detektorjem za sipanje
svetlobe pri ve¢ kotih (AF4-MALS). Nadalje bomo vezikle lo¢ili na gostotnem gradientu,
pri cemer se bodo glede na svojo gostoto razporedili v saharozne frakcije z njim podobno
gosoto. Tako locene vezikle bomo imunokemijsko analizirali na nekatere proteinske
oznacevalce, pogosto prisotne v veziklih: Hsc70, AChE, flotilin, Tsg101, CD63, aneksin in
kalneksin, ki je oznacevalec endoplazemskega retikuluma in je v zunajceli¢nih veziklih

odsoten.

Nasa hipoteza je, da nestimulirane mikroglije v kulturi izlo¢ajo vezikle, katerih sproscanje
je dodatno inducirano po izpostavitvi ATP-ju ali ionomicinu. Sproscene populacije
zunajceli¢nih veziklov so odvisne od narave induktorja in se med seboj razlikujejo v vsaj

eni izmed lastnosti: velikostni porazdelitvi, koncentraciji, gostoti ali proteinski sestavi.
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3. Materiali in metode

3.1. Delo v celi¢énem laboratoriju

Poskuse na celi¢ni liniji smo izvajali v mikrobioloski komori z laminarnim pretokom zraka
MC 12-3 (Iskra Pio). Celice smo gojili v Sanyo MCO-19AIC inkubatorju (Panasonic). Z
opazovanjem pod invertnim mikroskopom (Zeiss) smo ugotavljali morfologijo in rast
celicne Kulture. Pred zacetkom dela smo prizgali UV lu¢ v komori za 15 min in potem s
70-odstotnim etanolom prebrisali delovne povrSine v komori in material, ki smo ga dali v
komoro. UpoStevali smo navodila za asepti¢no delo, da smo preprecili okuzbo celicne
kulture. Po koncu dela smo ponovno prizgali UV lu¢ za 10 min. Za preverjanje okuzbe
inkubatorja smo poleg celi¢nih kultur ves ¢as inkubirali tudi plo§¢o samo z gojis¢em. 1 x
tedensko smo z etanolom prebrisali vse delovne povrsine v celicnem laboratoriju, komoro

in inkubator.

3.1.1. Celi¢na linija in gojenje

Uporabili smo nesmrtno humano celi¢no linijo mikroglij h-Hu SV40/hTERT, pripravljeno
iz svezega tkiva bolnika. Omenjena celi¢na linija je transficirana z virusom SV40 in izraza
katalitsko podenoto humane telomeraze, kar podaljsa zivljenjsko dobo celice. Celice smo
gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5-odstotnim CO2 v gojis¢u DMEM (Eaglovo gojisce
modificirano po Dulbeccu, Sigma Aldrich) brez Ca?* in Mg?*, obogatenim z 1-kratnim
Glutamax-om (Thermo Fisher Scientific), 10-odstotnim sterilnim fetalnim govejim
serumom (FBS, Sigma Aldrich), 100-imi mednarodnimi enotami/mL penicilina in 100
pg/mL streptomicina (oba Amresco). Celi¢no linijo smo precepljali, ko je ta dosegla 80-
odstotno konfluentnost v razmerju 1:5 oziroma 1:10, odvisno koliko celic smo potrebovali
za poskus. Za poskuse smo uporabili FBS brez veziklov, ki smo ga pripravili s predhodnim
ultracentrifugiranjem pri 100.000 x g in 4 °C ¢ez no¢, ter z nadaljno sterilno filtracijo skozi

membrano z velikostjo por 0,22 pm.

3.1.2. Tripsinizacija celic

Celicam, pritrjenim na plos¢o, smo odstranili celicno gojis¢e DMEM in jih sprali z

fosfatnim pufrom po Dulbeccu (DPBS, Sigma Aldrich). Nato smo jim dodali tripsin (0,25-
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odstotni Trypsin-EDTA, Gibco) in sicer malim plos¢am (premer 10 cm) prb. 500 pL,
velikim (premer 15 cm) pa prb. 1 mL. Plos¢e smo nato prestavili v inkubator in jih pustili
toliko Casa, da so se celice odlepile od podlage (do 10 min). Potem smo jim dodali prb. 10-
kratno koli¢cino DMEM-a v primerjavi s tripsinom. Celi¢no suspenzijo smo narahlo

prepipetirali, da smo razbili skupke celic.

3.1.3. Stetje celic

En mL tripsinizirane celi¢ne suspenzije Smo prenesli v mikrocentrifugirko in jo s pomo¢jo
pipetiranja in vorteksiranja ¢imbolje resuspendirali. Celice smo nato presteli S celi¢énim
Stevecem Bio-Rad TC20 po navodilih proizvajalca tako, da smo vnesli v napravo 10 pL
suspenzije. Ocenili smo tudi delez mrtvih celic z barvanjem s tripan modrim (0,4-odstotna
Trypan blue solution, Gibco) tako, da smo zmesali 10 pL suspenzije in 10 pL tripan

modrega. Opravili smo ve¢ meritev in izra¢unali povprecno vrednost.

3.1.4. Piprava celi¢neqa lizata

Celice smo najprej tripsinizirali in centrifugirali na 340 x g 5 min, da so se posedle na dno.
Nato smo zavrgli gojisce, celice resuspendirali v DPBS in ponovno centrifugirali pri istih
obratih 5 min, da smo odstranili sledove gojis¢a. Celi¢no usedlino smo resuspendirali v
0,1-odstotnem proteaznem inhibitorju v RIPI (Pi-RIPA; 1-odstotni IPEGAL CA-630
(Sigma Aldrich), 0,1-odstotni natrijev dodecilsulfat (NaDS, Sigma Aldrich) in 0,5-odstotni
natrijev deoksiholat (Sigma Aldrich) v fosfatnem pufru (Sigma Aldrich)) in jih pustili stati
na ledu 20 min, da so lizirale in so se ekstrahirali proteini. Nato smo celi¢ni lizat (CL)
centrifugirali na 12.000 x g in 4 °C 15 min, preneseli supernatant v Cisto
mikrocentrifugirko in ga shranili na -20 °C. Koncentracijo proteinov smo izmerili z
metodo BCA (opisano v 3.3.1.1.) in nato alikvot, ki je vseboval 30 pg proteinov, uporabili

za imunokemijsko analizo proteinov.

3.1.5. Priprava kultur za izolacijo zunajceli¢nih veziklov

Mikroglije smo nacepili na plos¢e in jih gojili v inkubatorju ¢ez no¢. Naslednji dan smo

nastavili razli¢ne poskuse, in sicer:
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(1) Kontrolni vzorci: odstranili smo celi¢ni medij in celice sprali z DPBS, nakar smo
jim dodali DMEM brez veziklov. Celice smo pustili v kulturi 24 h (vzorec D1), 48 h

(vzorec D2) ali 72 h (vzorec D3). Goji$¢e smo nato uporabili za izolacijo ZV-jev.

(2) Poskus z ATP: odstranili smo celi¢ni medij in celice spirali z DPBS in nato Se S
sterilno zunajceli¢no raztopino naslednje sestave: 130 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCly,
1 mM MgClz, 10 mM glukoze in 10 mM HEPES, ki smo jo pred uporabo filtrirali skozi
membrano s porami velikosti 0,22 pm. Nato smo celice za 20 minut pri 37 °C izpostavili 1
mM ATP (Sigma Aldrich) v zunajceli¢ni raztopini. Po koncu inkubacije smo raztopino
zavrgli, celice sprali z DPBS, jim dodali DMEM brez veziklov in jih inkubirali v kulturi 24

h. Celi¢ni medij smo nato uporabili za izolacijo ZV-jev.

(3) Poskus z ionomicinom: Postopek je bil enak poskusu z ATP, le da smo tokrat celice

za 10 min pri 37 °C izpostavili 2 pM ionomicinu (Sigma Aldrich) v zunajceli¢ni raztopini.

3.2. lzolacija veziklov
Gojis¢e smo po odvzemu centrifugirali pri 800 x g 5 minut, prestavili supernatant v novo
centrifugirko in ga ponovno centrifugirali pri 2500 x g 15 minut, pri ¢emer smo najprej iz
gojis¢a odstranili celice in nato Se apoptotska telesa, medtem ko so v supernatantu ostali
vezikli (40 — 1000 nm). Supernatant smo nato uporabili za nadaljne postopke izolacije ZV-

jev, pri Cemer se je protokol za izolacijo razlikoval odvisno od analizne metode:

- Proteinska analiza veziklov (3.3.)

- Analiza veziklov s preto¢nim sistemom s pre¢nim pretokom kot zunanjim poljem (AF4)
(3.4)

- Analiza veziklov s TEM (3.5.)

3.2.1. Ultracentrifugiranje

Izolacijo veziklov z ultracentrifugiranjem smo izvedli s pomocjo ultracentrifuge Beckman
Coulter Optima™ MAX-XP. Vzorce veziklov z ve&jimi volumni (nad 1 mL) smo
ultracentrifugirali 1h pri 100.000 x g in 4 °C v rotorju MLA-50 v ultracentrifugirkah z

volumnom 30 mL (Beckman Coulter). Vzorce veziklov z manj§imi volumni (do 1 mL)
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smo ultracentrifugirali 1 h pri 100.000 x g in 4 °C v rotorju TLA-55 v ultracentrifugirkah z

volumnom 1 mL (Beckman Coulter).

Po ultracentrifugiranju smo supernatant previdno odstranili z vakuumsko ¢rpalko in
usedlino (vsebovala vezikle) resuspendirali v ustreznem pufru z neznim pipetiranjem, pri
¢emer je bil vzorec ves Cas na ledu. Ce smo hoteli izolirati funkcionalne vezikle, smo
dodali 0,1-odstotni proteazni inhibitor v DPBS (Pi-DPBS). Ce pa smo Zeleli iz veziklov

ekstrahirati proteine, smo vzorec raztopili v lizirajo¢em pufru (Pi-RIPA).

Za nadaljno locevanje veziklov na saharoznem gradientu smo resuspendirano usedlino po
prvem ultracentrifugiranju ponovno ultracentrifugirali prb. 19 h pri 100.000 x g in 4 °C v

kotnem rotorju MLS-50 v ultracentrifugirkah z volumnom 5 mL (Beckman Coulter).

3.2.2. Filtriranje
Gojis¢e z vezikli smo koncentrirali 12 min pri 4.000 x g in sobni temperaturi v

centrifugirkah Amicon Ultra 15 mL (Millipore). Membrana v centrifugirkah zadrzi vse
snovi z molekulsko maso (M) ve¢ kot 100 kDa, ostale pa se izlo¢ijo iz vzorca. Po
centrifugiranju smo koncentrat prenesli v ultracentrifugirke z volumnom 30 mL, suspenziji
dodali tudi DPBS, s katerim smo sprali membrano z ujetimi vezikli in dodali DPBS do 30
mL. Suspenzijo veziklov smo nato ultracentrifugirali na rotorju MLA-50 za veéje

volumne.

3.3. Proteinska analiza veziklov

Proteine v veziklih smo analizirali na 2 naéina;:

- Analiza heterogene populacije veziklov, pri ¢emer smo na prisotnost veziklov sklepali iz
koli¢ine v usedlini prisotnih proteinov in z identifikacijo dolo¢enih za ZV-je znacilnih

proteinov z imunokemijsko analizo (3.3.1).

- Analiza veziklov, predhodno loc¢enih po gostoti, pri ¢emer smo locenim populacijam

veziklov imunokemijsko dolocili prisotnost proteinov, znacilnih za ZV-je (3.3.2).
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3.3.1. Analiza heterogene populacije veziklov

Vezikle smo izolirali z ultracentrifugiranjem gojisca v rotorju MLA-50 za vecje volumne
(opisano v 3.2.1.) in nato usedlino z vezikli resuspendirali v 1 mL Pi-DPBS. Suspenzijo
veziklov smo ponovno ultracentrifugirali v rotorju TLA-55 za manj$e volumne (opisano v
3.2.1.). Usedlino smo resuspendirali v 20 pL Pi-RIPE in shranili na -20 °C do analize.
Sestim pL vzorca smo nato pomerili koncentracijo proteinov, ostalih 14 pL pa smo

uporabili za imunokemijsko analizo proteinov (opisano v 3.3.3.).

3.3.1.1. Merjenje koncentracije proteinov z metodo BCA

Koncentracijo proteinov v CL in veziklih smo dolocali z bicinhoninsko Kislino, s
kompletom BCA Protein Assay (Thermo Scientific). Standarde za umeritveno krivuljo
smo pripravili z red¢enjem zalozne raztopine BSA (2 mg/mL) z dH20 tako, da so bile
kon¢ne koncentracije 2000 pg/mL, 1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 750 pg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL in 25 pg/mL. Za slepo raztopino smo uporabili v primeru

standardov dH-0, veziklov in CL pa pufer RIPA. Delali smo po naslednjem postopku:

(1) V luknjice na mikrotitrske plo$éice smo najprej dodali po 200 pL reagenta, ki smo ga

pripravili po navodilih proizvajalca.

(2) Nato smo dodali slepe raztopine, standarde in vzorce neznanih koncentracij:
- v primeru CL: dodali smo po 10 pL dH20 in standardov ter po 1 pL pufra RIPA
in CL.
- v primeru veziklov: dodali smo po 4 pL dH20 in standardov ter po 6 pL pufra
RIPA in veziklov.
(3) Vsebino mikrotitrskih plos¢ic smo premesali s pipetiranjem, inkubirali na 37 °C za 20
min in pomerili absorbanco pri 595 nm (Asgs) na bralcu mikrotiterskih plos¢ Synergy 2.

(4) S pomocjo znanih koncentracij standardov smo v programu Excel z linearno regresijo
izrisali umeritveno krivuljo in enacbo, ki opisuje to premico, uporabili za izra¢un

koncentracije proteinov v vzorcih z neznano koncentracijo.
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3.3.2. Analiza veziklov, predhodno lo¢enih po gostoti

Alternativno smo vezikle locili glede na gostoto na gradientu saharoze. Gojisc¢e z ZV-ji
smo ultracentrifugirali v rotorju MLA-50 za vecje volumne in usedlino resuspendirali
najprej v prb. 50 puL Pi-DPBS, nato pa jo razred¢ili do 400 uL in celoten volumen prenesli
na vrh saharoznega gradienta.

3.3.2.1. Saharozni gradient

Saharozni gradient smo pripravili z raztapljanjem razli¢ne koli¢ine saharoze v DPBS, kot

kaze tabela 1

Tabela 1: Priprava saharoznega gradienta.

Kon¢na konc. 80-odstotna zalozna | DPBS (mL) Frakcija
saharoze (v %) konc. saharoze (mL)

60 % 750 250 11
56 % 700 300 10
52 % 650 350 9
48 % 600 400 8
44 % 550 450 7
40 % 500 500 6
36 % 450 550 5
32 % 400 600 4
28 % 350 650 3
24 % 300 700 2
20 % 250 750 1

Raztopine saharoze smo meSali toliko Casa, da so postale homogene. Nato smo v
ultracentrifugirko za rotor MLS-50 eno za drugo previdno nanesli po 400 pL posamezne
frakcije saharoze, pri cemer smo zaceli s frakcijo st. 11 in koncali s frakcijo st. 1. Na koncu

smo na gradient nanesli vzorec z ZV-ji in vzorec ultracentrifugirali (opisano v 3.2.1.).
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3.3.2.2. Precipitacija s triklorocetno kislino

Po ultracentrifugiranju smo z vrha gradienta postopoma odpipetirali po 400 pL frakcij
(skupno 12 frakcij) in jih prenesli v 2-mililitrske ultracentrifugirke na ledu. Frakcije smo z
DPBS red¢ili do 1,5 mL, da visoka koncentracija saharoze ne bi motila precipitacije. Nato
smo jim dodali 150 pL natrijevega deoksiholata in kasneje 150 pL 70-odstotne
triklorocetne Kisline, pri ¢emer smo jih vsaki¢ premesali na vorteksu. Po 10 minutni
inkubaciji na sobni temperaturi smo jih nato centrifugirali 15 min pri 16.000 x g pri sobni
temperaturi. Nato smo jih postavili na led, odstranili supernatant in usedlino sprali s 400
ML acetona, ohlajenega na -20 °C. Po ponovnem centrifugiranju za 10 min pri 16.000 x g
pri sobni temperaturi smo aceton natan¢no odstranili in usedlino resuspendirali v 20 pL
nanasalnega pufra za elektroforezo (1 pL 1 mM di-tio-treitola, 5 pL 4-kratnega pufra
Laemmli (Thermo Fisher) in 14 pL RIPE), inkubirali vzorce za 10 min na 70 °C in jih
shranili na -20 °C. Vzorce smo uporabili za imunokemijsko analizo proteinov (opisano v
3.3.3).

3.3.3. Imunokemijska analiza proteinov

3.3.3.1. Denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE)

- Zalozna raztopina za elektroforezni pufer: 30,275 g Tris-a, 144 g glicina in 50 mL
20-odstotnega NaDS-a v 1 L dH20. Delovno raztopino smo dobili z red¢enjem z dH20 v

razmerju 1:10.

Proteine smo lo¢ili z denaturacijsko poliakrilamidno gelsko elektroforezo z 1-odstotnim
natrijevim dodecilsulfatom (NaDS-PAGE), pri ¢emer se proteini lo¢ijo le na podlagi
velikosti. Uporabljali smo BioRadov sistem za elektroforezo. Gele smo pripravili po
receptu in v zaporedju, kot kaze tabela spodaj. Uporabili smo stekla z dolzino 8,3 cm,
Sirino 7,1 cm in debelino 1 mm, tako da je bil skupni volumen gela 5,9 mL. Najprej smo
pripravili loc¢evalni gel, ga vlili v model in pocakali, da se strdi. Mehurcke, ki bi motili
potovanje proteinov po gelu, smo popokali z izopropranolom. Potem smo pripravili
zbiralni gel in ga vlili na loCevalni gel. Na koncu smo vanj vstavili glavnik s 15 luknjicami

za nanos vzorcev, z maksimalnim volumnom nanosa 20 pL.
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Tabela 2: Priprava gelov za denaturacijsko gelsko elektroforezo.

4-odstotni zbiralni gel 12-odstotni locevalni gel
1,5MTRIS spH 6,8 0,5M TRISspH 8,8

dH20 9mL 4,875 mL

Pufer TRIS 3,75 mL 3,75 mL

10-odstotni NaDS 150 pL 150 pL

30-odstotni akrilamid z 0,8- | 2,025 mL 6 mL

odstotnim bisakrilamidom

10-odstotni amonijev 150 pL 150 pL

persulfat

N,N N,N-tetrametil- 15 L 7,5 L

etilendiamin (TEMED,

Sigma — Aldrich)

Vzorce, raztopljene v nanasalnem pufru (glej 3.3.2.2.), smo pred nanosom na gel segreli na
70 °C, nekaj sekund centrifugirali (da se je vsebina mikrocentrifugirk posedla) in nanesli
na gel. Za proteinski standard smo uporabili: Color prestained protein standard, broad
range (New England Biolabs) ali PageRuler prestained protein ladder, 10 do 180 kDa
(Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je najprej 15 min tekla pri 160 V, nato pa pri 180

V toliko ¢asa, da so se najmanjsi oznacevalci izlo€ili iz gela (prb. 1 h).

3.3.3.2.  Prenos proteinov na poliviniliden fluoridno membrano (prenos

western)
- Zalozna raztopina za prenos western: 30,35 g TRIS-a in 144 g glicinav 1 L dH-O.

Delovno raztopino smo naredili iz 100 mL zaloZne raztopine, 200 mL metanola in 700 mL
dH2O0 ter jo ohladili na -4 °C pred zacetkom prenosa.

- Raztopina bromfenol modrega: 0,1 % bromfenol modrega (Coomassie brilliant
blue, Merck) v 10-odstotni glacialni ocetni kislini in 50-odstotnem metanolu.

- Raztopina Ponceau: 0,1 % Ponceau S (Sigma Aldrich) v 5-odstotni glacialni

ocetni kislini.
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Za prenos proteinov smo uporabili membrano iz poliviniliden fluorida (PVVDF, Millipore).
Membrano smo pred uporabo aktivirali z namakanjem v metanolu (15 s) in jo nato sprali s
dH20 (1 min) in pufrom za prenos western (2 min) ter nato pripravili sendvi¢ za prenos.
Pri tem smo membrano polozili med gel in anodo tako, da so negativno nabiti proteini med
prenosom zapustili gel in se ujeli na membrano. Prenos smo izvajali 75 min pri 100 V tako,
da smo obdali sistem z ledom in ga na ta nacin ves Cas hladili. Po prenosu smo gele
obarvali v raztopini bromfenol modrega in po enodnevnem namakanju razbarvali s 5-

odstotno ocetno kislino. Gele smo nato slikali in zavrgli.

Membrane smo potopili v raztopino Ponceau, ki v primeru uspeSnega prenosa obarva

proteine na membrani rdece. Nato smo membrane slikali in razbarvali z dH20.

3.3.3.3.  Imunodetekcija proteinov
-Pufer za stresanje membran: T-TBS (20 mM TRIS, 200 mM NaCl z 0,1-odstotnim
polisorbatom 20 s pH 7,6)

Membrane smo 1 h stresali s 5-odstotno raztopino nemastnega mleka v prahu (Pomurske
mlekarne) v T-TBS, da smo blokirali prosta mesta na membrani. Nato smo pri prb. 55 kDa
razrezali membrano in posebej analizirali spodnji in zgornji del membrane, odvisno od
velikosti preiskovanega proteina. Te smo ugotavljali s specifiénimi primarnimi protitelesi:
z misjimi poliklonskimi protitelesi sSmo vezali Ache (Millipore), flotilin-1 (BD Bioscience)
in Tsg101 (Abcam); s kozjimi Hsc70 (Santa Cruz) in aneksin-11 (Santa Cruz); in s kunéjimi
kalneksin (Santa Cruz) in CD63 (Santa Cruz). Kalneksin (90 kDa), Hsc 70 (70 kDa) in
AChE (68 kDa) smo detektirali na zgornjem, flotilin-1 (48 kDa), Tsg101 (46 kDa), CD63
(43 kDa) in aneksin-1l (38 kDa) pa na spodnjem delu membrane. Za dokazovanje
proteinov smo uporabili 0,05- (za AChE, TSG101 in flotilin) oziroma 0,1-odstotno (za
CD63, kalneksin, aneksin in Hsc70) raztopino primarnih protiteles v 1-odstotnem
nemastnem mleku v prahu v T-TBS. Membrane smo v raztopini primarnega protitelesa
inkubirali ¢ez no¢ na stresalniku pri 4 °C. Naslednji dan smo membrane 30 minut spirali s
T-TBS, pri ¢emer smo na vsakih 10 min zamenjali pufer. Primarna protitelesa smo vezali s
primernimi sekundarnimi protitelesi (proti-misjimi, proti-kozjimi in proti-kuné¢jimi), ki so
imela vezano hrenovo peroksidazo (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Membrane

smo 2 uri stresali v 0,02-odstotni raztopini sekundarnih protiteles v T-TBS na sobni

25



temperaturi. V primeru proti-misjih in proti-kunéjih sekundarnih protiteles smo T-TBS-ju
dodali tudi 1 % nemastnega mleka v prahu, medtem ko ta lahko moti detekcijo s proti-
kozjimi protitelesi in ga v tem primeru nismo dodali. Po 2 urah smo membrano ponovno
spirali 3-krat po 10 min s T-TBS s hkratnim meSanjem na stresalniku. Hrenovo
peroksidazo smo izkoristili za ugotavljanje sekundarnih protiteles tako, da smo membrano
izpostavili substratu, ki ga encim pretvarja in pri ¢emer nastane kemiluminiscenca
(Luminata forte western HRP substrate (Millipore) ali SuperSignal west pico
chemiluminescent substrate (Thermo Fisher Scientific)). Kemiluminiscenco smo merili na
napravi LAS-4000 (Fujifilm).

Po koncani detekciji smo v primeru, da smo na membrani zeleli detektirati prisotnost vecih
oznacevalcev EV priblizno enakih velikosti, na membrano vezana protitelesa pred
ponovno detekcijo odstranili. Najprej smo membrano 4 min inkubirali v 0,25-odstotni
raztopini NaOH v dH2O s hkratnim meSanjem na stresalniku, nato pa 3-krat po 8 min
spirali v T-TBS. Membrano smo nato ponovno inkubirali 45 min v 5-odstotnem
nemastnem mleku v prahu v T-TBS, in s tem s proteini nespecifi¢no zasedli povrs§ino
membrane. Tako pripravljeno membrano smo lahko uporabili v novem ciklu

imunodetekcije.

3.4. Analiza veziklov s sistemom s pre¢nim pretokom kot zunanjim poljem

Vezikle smo izolirali s filtriranjem (opisano v 3.2.2.) in usedlino resuspendirali v 40 pL Pi-
DPBS in shranili na -20 °C do analize.

Analizo veziklov s sittmom s prec¢nim pretokom kot zunanjim poljem (AF4) smo izvedli
na sistemu Eclipse 3+ (Wyatt Technology Europe), povezanim z izokratsko c¢rpalko,
razplinjevalnikom pod vakuumom in avtomatskim vzorCevalnikom (Agilent
Technologies). Vzorce smo locili v trapezoidno oblikovanem kanalu debeline 350 pm,
dolzine 152 mm in zacetne Sirine 21 mm ter koncne 3 mm. Delce, ve¢je od 10 kDa, smo
lovili z obdelano celulozno membrano in jih detektirali z UV detektorjem pri 280 nm
(Agilent Technologies) ter detektorjem za sipanje svetlobe pri ve¢ kotih-MALS (DAWN
HELEQOS, Wyatt Technologies) pri 658 nm, ki je vseboval tudi modul za dinami¢no
sipanje svetlobe (uporabili za oceno premera QELS). Kalibracijo MALS instrumenta smo

izvedli s toluenom, normalizacijo MALS detektorja pa z govejim serumskim albuminom.
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Mobilni fazi PBS (sestavljena iz 137 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 10,14 mM NazHPOs in
1,84 mM KH2PO4) smo dodali 0,02 % m/v natrijev azid (baktericid) in jo filtrirali skozi
membrano Nylon 66 z velikostjo por 0,45 pm (Supelco Analytical). Med ¢rpalko in
kanalom smo dodali filter z velikostjo por 0,1 um (PEEK Inline Filter Holder).

25 - 30 pL vzorca smo injecirali v kanal s hitrostjo 0,2 mL/min in ga fokusirali s tokom 1,5
mL/min 5 min in nato po injeciranju fokusirali §¢ 7 min. VVzorci so potovali proti detektorju
s hitrostjo 1,0 mL/min. Optimalno locbo v kanalu smo dosegli z uporabo dveh gradientov
hitrosti precnega pretoka, prvega s hitrostjo od 3 - 0,25 mL/min, ki je trajal 10 min in
drugega s hitrostjo 0,25 — 0,09 mL/min, ki je trajal 45 min. Za analizo rezultatov smo
uporabili programsko opremo Astra 5.3.4.20. 1z AF4-MALS fraktogramov smo dolo¢ili
povprecen radij giracije (Rms) veziklov. Za izracun koli¢ine izloCenih delcev smo uporabili

podatke od MALS detektorja in lomni koli¢nik ZV-jev 1,39.

3.5.Analiza veziklov s presevno elektronsko mikroskopijo

Vezikle smo izolirali z ultracentrifugiranjem (opisano v 3.2.1.) in usedlino resuspendirali v

50 pL Pi-DPBS. Do analize smo vzorce shranili na -20 °C.

Vzorec smo obdelali z negativnim sencenjem. Suspenzijo zunajcelicnih veziklov smo
nanesli na bakrovo reseto, oblito s plastiénim filmom (formvar) in stabilizirano z ogljikom,
ter jo obarvali z 1-odstotno (m/v) vodno raztopino uranovega acetata. Vzorec Smo
analizirali z elektronskim mikroskopom Philips CM 100 (FEI) pri 80 kV in slike posneli

ter analizirali s kamero Orius 200 in programsko opremo DigitalMicrograph (Gatan Inc.)
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4. Rezultati

V okviru magistrske naloge smo zeleli z razlicnimi metodami analizirati proteinsko sestavo
in morfoloske znacilnosti populacije veziklov, ki jih mikroglije izlo¢ajo v zunajceli¢ni
prostor pri rasti v kulturi ali po izpostavitvi ATP-ju ali ionomicinu. V ta namen smo najprej
optimizirali metode za izolacijo ZV-jev vseh velikosti iz gojis¢a celiénih kultur, s ¢imer naj
bi posledi¢no posedli tako eksosome (od 40 do prb. 120 nm) kot tudi mikrovezikle (od 100
nm do 1000 nm). Klju¢na sprememba pri tem je bila ta, da smo izpustili filtracijo skozi
membrano z velikostjo por 0,22 pm in smo namesto tega po odstranitvi celic in
apoptoti¢nih teles iz gojisca vse vezikle posedli z ultracentrifugiranjem pri 100.000 X ¢

(opisano v 3.2.).

Natancneje, zunajcelicne vezikle smo izolirali iz gojis¢a celi¢nih kultur mikroglij, ki so
nemoteno rastle 24 h (D1), 48 h (D2) ali 72 h (D3), ali pa smo jih izolirali iz gojis¢a 24 h
stare kulture, ki smo jo predhodno 20 min inkubirali z 1 mM ATP-jem (vz ATP) ali 10 min
z 2 UM ionomicinom (vz IONO) (opisano v 3.1.5.). Pred izolacijo in analizo ZV-jev smo
vselej celice presteli in preverili njihovo viabilnost (opisano v 3.1.3.) — celokupno §tevilo

mrtvih celic ni nikoli preseglo 5 %.

Tako smo z izolacijo po ultracentrifugiranju dobili usedline, ki so vsebovale ZV-je. Te smo
analizirali na razlicne na€ine — najprej smo jih lizirali in delu lizata doloc¢ili celokupno
koli¢ino proteinov z bicinhoninsko kislino (4.1.1.), drug del pa smo imunokemijsko
analizirali za nekatere pogosto uporabljene oznacevalce ZV-jev (4.1.2.). Izolirane vezikle
smo nadalje analizirali s presevno elektronsko mikroskopijo (4.2.), z metodo AF4-MALS
(4.3.) in jih na koncu po gostoti locili §e s saharoznim gradientom ter imunokemijsko

analizirali posamezne frakcije (4.4.).

4.1.1. Merjenje celokupne koli¢ine proteinov z bicinhoninsko kislino

Usedlino smo najprej analizirali s preprostim merjenjem celokupne koli¢ine prisotnih
proteinov z metodo BCA (opisano v 3.3.1.1.). Usedline smo resuspendirali v 20 pL pufra
za razbitje veziklov (Pi-RIPA) in delez tako pripravljenih raztopin, skupaj z razlicnimi
red¢itvami BSA (standard) in vode ali pufra Pi-RIPA (slepa vzorca) procesirali po

navodilih proizvajalca in jim na koncu izmerili absorbanco pri 595 nm (Ases) (tabela 3).
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Od absorbanc standardov smo odsteli absorbanco slepe raztopine vode, od absorbanc
vzorcev pa absorbanco slepe raztopine Pi-RIPE. Absorbance znanih koncentracij BSA smo
uporabili za izris umeritvene krivulje (slika 4), ki smo jo opisali s pomo¢jo enacbe, to pa

smo nato uporabili za izratun neznanih koncentracij proteinov v usedlinah (tabela 3).

Umeritvena krivulja  y=oo0w27x+001
R2 =0.9945
0.6
0.5 <
0.4
{03 *
0.2
0.1
0 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Koncentracija BSA (pg/mL)

Slika 4: Umeritvena krivulja znanih koncentracij BSA. Graf prikazuje linearno
odvisnost (R? = 0,9945) Ases od koncentracije BSA. Ordinata predstavlja vrednost
absorbance pri 595 nm, abscisa pa koncentracijo BSA v ug/mL. Enacba na grafu prikazuje
zvezo med obema vrednostima. Asgs —absorbanca, izmerjena pri 595 nm, BSA — goveji

serumski albumin

Z upoStevanjem volumna resuspendiranih usedlin smo dolo¢ili celokupno koli¢ino
prisotnih proteinov, ki smo jih nato normalizirali na $tevilo v poskusu prisotnih celic, saj se
je le-to zaradi narave poskusa med vzorci razlikovalo. Za laZjo medsebojno primerjavo
smo tako dobljene vrednosti delili Se z vrednostjo pri vzorcu D1 (tabela 4). Rezultate smo

predstavili tudi v obliki histograma (slika 5).
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Tabela 3: Masa proteinov v usedlinah, dobljenih po ultracentrifugiranju gojisca,
glede na Stevilo mikroglij v poskusu. Celokupno maso proteinov v usedlini smo delili s

Stevilom celic, ki smo jih uporabili za poskus, in vzorce normalizirali na D1.

Vzorec Asgs (stand.) | ¢ proT m proT (ug) | Stevilo Zivih | m proT ()
— Asgs (Mg/mL) / 108 celic celicv / 108 celic /
(slepa) poskusu D1

(x 10°)

D1 0,060 135,2 2,70 30,8 1

D2 0,024 45,2 0,81 20,1 * 0,46

D3 0,25 659,6 15,2 67,8 2,55

vz ATP 0,035 100,4 1,81 23,7 0,87

vz IONO 0,089 2134 4,48 8,1* 6,29

* za oznacena poskusa smo napram ostalim nacepili polovicno kolicino celic. C proT —
koncentracija, m pror — masa, Asgs — absorbanca, izmerjena pri 595 nm, D1 — vzorec,
pridobljen po 24-urni inkubaciji, D2 — vzorec, pridobljen po 48-urni inkubaciji, D3 —
vzorec, pridobljen po 72-urni inkubaciji, vz ATP — vzorec, pridobljen 24 h po 20-minutni
inkubaciji z1 mM ATP, vz IONO - vzorec, pridobljen 24 h po 10-minutni inkubaciji z 2 pM

ionomicinom.
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Slika 5: Relativna koli¢ina proteinov v usedlinah, pridobljenih z
ultracentrifugiranjem gojis¢ kultur mikroglij gojenih 24, 48 ali 72 h ali izpostavljenih
ATP-ju ali ionomicinu. Gojisce smo ultracentrifugirali pri 100.000 x g in usedlino
resuspendirali v pufru, ki razbije vezikle in iz njih ekstrahira proteine. Z metodo BCA smo
ocenili celokupno kolicino proteinov v usedlini in jo delili s Stevilom zivih celic, ki smo jih
uporabili za poskus, ter normalizirali na vzorec D1. D1 — vzorec, pridobljen po 2-urni
inkubaciji, D2 — vzorec, pridobljen po 48-urni inkubaciji, D3 — vzorec, pridobljen po 72-
urni inkubaciji, vz ATP — vzorec, pridobljen 24 h po 20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP, vz

IONO - vzorec, pridobljen 24 h po 10-minutni inkubaciji z 2 uM ionomicinom.

Usedline, pridobljene po 24 urah ali po izpostavitvi mikroglij ATP-ju, so vsebovale
priblizno enako celokupno koli¢ino proteinov, ¢e upostevamo Stevilo mikroglij prisotnih v
poskusu. Koli¢ina proteinov v usedlinah se je po 48 urah v kulturi zmanjsala, po 72 urah
ali po izpostavitvi mikroglij ionomicinu pa se je povecala priblizno 2,5-krat oziroma 6-

krat.

Iz omenjenega sledi, da tretiranje kulture mikroglij vpliva na koli¢ino proteinov v usedlini,

pridobljeni z ultracentrifugiranjem gojisca.

4.1.2. Imunokemijsko dolo¢anje oznacevalcev zunajceli¢nih veziklov

Nadalje smo Zeleli preveriti, ali so med proteini v izoliranih usedlinah prisotni tudi
proteini, znacilni za ZV-je. Celokupne proteine usedlin smo locili z elektroforezo na

denaturacijskem poliakrilamidnem gelu, nato pa lo¢ene proteine prenesli na PVDF
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membrano. Po blokiranju smo membrano najprej razrezali na dva dela, nato pa ustrezni del
membrane inkubirali s primarnimi protitelesi proti kalneksinu, Hsc70, AChE, flotilinu,
Tsgl01, CD63 in aneksinu, nato pa Se z ustreznimi sekundarnimi protitelesi oznacenimi s
hrenovo peroksidazo. Za detekcijo vezanih protiteles smo membrano poskropili z
reagentom Luminata forte western HRP substrate ali SuperSignal west pico
chemiluminescent substrate in s kemiluminiscenco detektirali nastali signal (opisano v
3.3.3.). Na gel smo nanesli tudi lizate celic (CL) istih kultur, iz katerih smo pridobili
posamezne usedline. Ti vzorci so nam sluzili kot pozitivna kontrola za delovanje
posameznih protiteles oziroma za preverjanje prisotnosti dolocenega proteina v
mikroglijah (slika 6).
v CL

MM
vz vz vz vz

(kDa)
D1 D2 D3 ATP IONO D1 D2 D3 ATP IONO

rscr0 - Y - 70 - [
pre. T .
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aneksin - .’ “;,!-38—— — — — —
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Slika 6: Imunokemijska analiza proteinov ekstrahiranih iz usedlin, pridobljenih z
ultracentrifugiranjem gojis¢ kultur mikroglij gojenih 24, 48 ali 72 h ali izpostavljenih
ATP-ju ali ionomicinu. Izolirane in z elektroforezo na denaturacijskem poliakrilamidnem
gelu locene proteine iz usedlin, pridobljenih z ultracentrifugiranjem gojisca pri 100.000 x
g, Smo detektirali s specificnimi primarnimi protitelesi in encimsko oznacenimi
sekundarnimi protitelesi. Med D3 in ATP je razmik ene luknjice. D1 — vzorec, pridobljen
po 24-urni inkubaciji, D2 — vzorec, pridobljen po 48-urni inkubaciji, D3 — vzorec,
pridobljen po 72-urni inkubaciji, vz ATP — vzorec, pridobljen 24 h po 20-minutni
inkubaciji z 1 mM ATP-jem, vz IONO - vzorec, pridobljen 24 h po 10-minutni inkubaciji z

2 UM ionomicinom. MM — molska masa, ZV — zunajcelicni vezikli, CL — celicni lizat.
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Vse usedline, ne glede na tretiranje kultur, so vsebovale naslednje tipi¢ne oznacevalce ZV-
jev: Hsc70, AChE, flotilin, Tsgl01 in aneksin; oznacevalec CD63 pa je bil prisoten le po
72 h v kulturi. Omenjeni vzorec je v sploSnem vseboval vecje koli¢ine preucevanih
proteinov v primerjavi z vzorci, pridobljenimi iz kultur po 24 ali 48 urah, kar se je odrazalo
v intenziteti ustreznih lis. Nasprotno sta vzorca, izolirana iz kultur izpostavljenih ATP-ju
ali ionomicinu vsebovala primerljive koli¢ine Hsc70, aneksina in AchE (samo vz IONO)
kot vzorec, pridobljen po 72 urah v kulturi. Kalneksin, protein znacilen za endoplazemski
retikulum (ER) in posledi¢no oznacevalec za nezazelene mikrosome, smo v manjSi meri
zaznali le po 72 urah v kulturi. Imunokemijska analiza celi¢nega lizata je pokazala, da so
bili vsi preucevani proteini prisotni tudi v starSevskih mikroglijah, ¢eravno ponekod v

manjSih koncentracijah (AChE, Tsgl01), kar se je odrazalo v manjsi intenziteti lis.

Prisotnost tipi¢nih proteinskih oznacevalcev ZV-jev v usedlinah, pridobljenih z
ultracentrifugiranjem gojiS¢a raznoliko tretiranih kultur mikroglij, nakazuje na vsebnost

ZV-jev v gojiscu.

4.2. Analiza veziklov s presevno elektronsko mikroskopijo

Da bi preverili, ali so ti proteini (vsaj delno) vezani v vezikularne strukture in dolocili
mozne intervale velikosti veziklov v izolirani populaciji, smo usedline resuspendirali v

DPBS-ju, tako pridobljen vzorec negativno sencili in analizirali s pomoc¢jo TEM (opisano
v 3.5.) (slika 7).
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Slika 7: TEM mikrografije vezikularnih struktur, pridobljenih z

ultracentrifugiranjem gojis¢ kultur mikroglij gojenih 24, 48 ali 72 h ali izpostavljenih
ATP-ju ali ionomicinu. Gojisce smo ultracentrifugirali pri 100.000 x g, usedlino
resuspendirali v Pi-DPBS, tako pridobljen vzorec negativno sencili in analizirali s TEM.
Merilo na zgornjih slikah predstavija 1 um, na spodnjih pa 200 nm. Puscice oznacujejo
tipic¢no prisotne zunajcelicne vezikle. D1 — vzorec, pridobljen po 24-urni inkubaciji, D2 —
vzorec, pridobljen po 48-urni inkubaciji, D3 — vzorec, pridobljen po 72-urni inkubaciji, vz
ATP — vzorec, pridobljen 24 h po 20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP-jem, vz IONO -
vzorec, pridobljen 24 h po 10-minutni inkubaciji z 2 pM ionomicinom.

Mikrografije usedlin pri manjsi poveCavi (zgornja vrsta) nazorno kazejo, da so v vseh
vzorcih prisotni Stevilni vezikli. Vecinoma so posamezni, v€asih pa skupaj z ostalimi
vezikli tvorijo verige veziklov. Velikost veziklov v posamezni populaciji ZV-jev je
raznolika, od 100 nm do 500 nm v premeru (slika 7, spodnja vrsta), ponekod celo do 1000
nm v premeru (slika 7, vz IONO zgornja vrsta). Populacije veziklov pa se v velikosti
razlikujejo tudi med vzorci, kar je posebno razvidno iz mikrografij usedlin pri vecji
povecavi (spodnja vrsta). V usedlinah, pripravljenih iz 24 in 48 h starih kultur, so prisotni
predvsem manjsi vezikli (prb. 100 do 200 nm premer), ki imajo tipicno »krofasto«
strukturo. V usedlinah starejsih kultur (72 h) ali tistih tretiranin z ATP-jem ali

ionomocinom, pa so tipi¢no prisotni tudi vecji vezikli (prb. 500 nm premer).
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Analiza usedlin s TEM dokazuje prisotnost velikostno heterogene populacije veziklov v

g0jiscu, ki se razlikuje po velikostni sestavi odvisno od nacina tretiranja kultur mikroglij.

4.3. Analiza s sistemom s pre¢nim pretokom kot zunanjim poljem

Da bi natan¢neje opredelili velikostni profil populacij ZV-jev, pridobljenih iz gojisca
raznoliko tretiranih kultur mikroglij (opisano v 3.4.), smo v sodelovanju s skupino prof. dr.
Eme Zagar (Kemijski intitut) resuspendirane usedline analizirali z metodo AF4-MALS,
pri kateri najprej delce lo¢imo po velikosti S sittmom s pre¢nim pretokom kot zunanjim
poljem (AF4) in nato vsak delec posebej detektiramo z detektorjem za sipanje svetlobe pri
vec kotih (MALS; skupaj AF4-MALS). Za analizo delcev bioloskega izvora je bila metoda
AF4-MALS pred tem optimizirana le za manjse delce (56), zato smo za analizo delcev od
40 do 1000 nm spremenili naslednje korake: hitrostni gradient smo zmanjsevali za 0,275
mL/min? namesto za 0,55 mL/min?, medtem ko smo pre¢ni pretok od 3 — 0,25 mL/min
zmanjSevali 5 min namesto 10 min. Izvedli smo tudi normalizacijo MALS detektorja z
FBS, da smo eliminirali vpliv proteinskih agregatov in drugih necisto¢ v vzorcih, ki so

posledica v gojisce dodanega FBS.
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Slika 8: Analiza velikosti veziklov, pridobljenih z ultracentrifugiranjem gojis¢ kultur
mikroglij gojenih 24, 48 ali 72 h, z metodo AF4-MALS. Normaliziran AF4-MALS
fraktogram ZV-jev, izoliranih iz mikroglij po 24 urah (D1, ¢rna crta in tocke), 48 urah
(D2, siva ¢rta in tocke) in 72 urah (D3, rdeca crta in tocke). Krivulje predstavijajo MALS
odziv ZV-jev v casu (leva ordinata), tocke pa ocenjen radij giracije bolj pogostih populacij
veziklov (Rrms, desna ordinata). Pogoji locitve ZV-jev so bili: hirost toka nosilne faze 1,0
mL/min, hitrost toka za fokusiranje 1,5 mL/min, cas fokusiranja 7 min, gradient zacetnega
precnega pretoka 0,275 mL/min? in koncnega 0,0036 mL/min®. Rezultati so ocenjeni s

programsko opremo Astra 5.3.4.20.

Z MALS detektorjem zaznan elucijski profil populacije ZV-jev, izolirane po 24 in 48 urah
(D1 in D2), prikazuje Siroko velikostno porazdelitev (¢as elucije od 25 do 72 min), z enim
vrhom pri elucijskem ¢asu 37 min (D1) oziroma 38 min (D2), (slika 8) pri Cemer se
krivulja vzorca D2 po dosezenem vrhu nekoliko razsiri in zane pocasneje padati proti
abscisi. Vzorec D3 prikazuje malo zapoznelo elucijo (¢as elucije od 30 do 72 minut) in dva
nelocena vrhova pri 38 in 54 minutah. Krivulja vzorca D3 nazorno prikazuje, da so celice
po 72 urah v kulturi izlocile vsaj toliko vecjih veziklov z Rims nad 300 nm kot tudi manjsih

(Rrms<100 nm). Visoka intenziteta MALS signala v Sirokem intervalu elucijskih ¢asov
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nakazuje na velikostno zelo heterogeno populacijo pri vseh analiziranih vzorcih, na kar
nakazujejo tudi izmerjeni polmeri sukanja delcev (Rms). Pri vzorcu D1 previladujejo
vezikli, katerih velikost, ocenjena kot Rmms, sega od 30 do 305 nm, pri ¢emer je opaziti
zgosceno populacijo veziklov z velikostjo do 75 nm. Pri D2 znasa ta interval od 40 do 305
nm, pri ¢emer napram D1 opazimo zgoséeno populacijo vecjih veziklov. Pri vzorcu D3 je
interval velikosti napram vzorcema D1 in D2 veg¢ji in sicer meri od 40 do 510 nm. Slednje
se izraza tudi v izraCunanih povpre¢nih polmerih Rms (tabela 5), vrednost katerega je pri

vzorcu D1 190 nm, pri vzorcu D2 280 nm in pri vzorcu D3 445 nm.

Analiza usedlin z AF4-MALS je pokazala, da se velikost veziklov izlo¢enih iz mikroglij s

starostjo kulture veca.

Zanimalo nas je tudi, kako na velikost izlo¢enih veziklov vpliva izpostavitev mikroglij
ATP-ju (20 min, 1 mM ATP) ali ionomicinu (10 min, 2 uM ionomicin), zato smo z AF4-
MALS analizirali tudi usedlino, pripravljeno iz omenjenih kultur (slika 9). Ker smo ZV-je
zbirali 24 h po izpostavitvi ATP-ju oziroma ionomicinu, Smo za primerjavo na fraktogram

dodali tudi analiziran vzorec D1, ki ustreza vzorcu D1 na sliki 8.
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Slika 9: Analiza velikosti veziklov, pridobljenih z ultracentrifugiranjem gojis¢ kultur
mikroglij izpostavljenih ATP-ju ali ionomicinu z metodo AF4-MALS. Normaliziran
AF4-MALS fraktogram ZV-jev, izoliranih iz mikroglij po 24 urah (D1, ¢rna crta in tocke),
24 h po 20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP-jem (ATP, rdeca crta in tocke) in 24 h po 10-
minutni inkubaciji z 2 uM ionomicinom (IONO, modra ¢rta in tocke). Krivulje
predstavljajo odziv ZV-jev v casu (leva ordinata), tocke pa ocenjen polmer giracije bolj
pogostih populacij veziklov (Rims, desna ordinata). Pogoji locitve ZV-jev so bili: hirost toka
nosilne faze 1,0 mL/min, hitrost toka za fokusiranje 1,5 mL/min, cas fokusiranja 7 min,
gradient zacetnega precnega pretoka 0,275 mLImin? in koncnega 0,0036 mL/min?.

Rezultati so ocenjeni s programsko opremo Astra 5.3.4.20

Z MALS detektorjem zaznan elucijski profil populacije ZV-jev, izolirane 24 h po 20-
minutni inkubaciji z 1 mM ATP ali 10-minutni inkubaciji z 2 uM ionomicinom (IONO),
prikazuje siroko velikostno porazdelitev (Cas elucije od 30 do 72 min), z enim vrhom pri
elucijskem ¢asu 39 min za vzorec IONO oziroma z malo Sir§Sim vrhom od 38-46 min za
vzorec ATP (slika 9). Podobno kot velja za vzorce D1, D2 in D3 (slika 8), visoka
intenziteta MALS signala v Sirokem intervalu elucijskih ¢asov nakazuje na velikostno zelo
heterogeno populacijo tudi pri vzorcih ATP in IONO, na kar nakazujejo tudi izmerjeni

polmeri sukanja delcev (Rmms). Pri vzorcu ATP prevladujejo vezikli, katerih velikost,
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ocenjena kot Rrms, sega od 30 do 435 nm, pri vzorcu IONO pa od 30 do 480 nm, pri ¢emer
so razli¢no veliki delci pri vzorcu IONO enakovredno zastopani v populaciji, pri vzorcu
ATP pa so obogateni vecji vezikli in v nekoliko manjsi meri tudi manjsi vezikli (Rrms<100
nm). Nasprotno je pri vzorcu D1 interval Rms 0d 30 do zgolj 305 nm. Slednje se kaze tudi
v izraCunanih povpre¢nih vrednostih polmerov, ki znasa pri vzorcu D1 190 nm, pri vzorcu

ATP 340 nm in pri vzorcu IONO 422 nm (tabela 5).

Analiza usedlin z AF4-MALS je pokazala, da se po izpostavitvi mikroglij ATP-ju ali
ionomicinu velikost veziklov v populaciji poveca v primerjavi z normalno izloceno
populacijo veziklov (D1), pri ¢emer je pri vzorcu ATP obogatena populacija najvecjih in v
manjs$i meri tudi najmanj$ih veziklov, pri ionomicinu pa so tako vecji kot manjsi vezikli

enakovredno zastopani.

Poleg polmera Rims sSmo velikost delcev po locitvi z AF4 ocenili tudi na osnovi merjenja
kvazi elasticnega sipanje svetlobe z alternativnim QELS detektorjem, ki oceni

hidrodinamski premer delcev (tabela 5).
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Tabela 4: Povprecna velikost populacije veziklov (Rrms; premer QELS), analiziranih z

metodo AF4-MALS.

Premer (ocenjen iz
VZOREC Rrms (NmM)* QELS-a) **
D1 190 (Zimm 29 200 nm
D2 280 (Berry 2M) 100 - 350 nm
D3 420 (Berry 2M) 200 - 500 nm
ATP 340 (Berry 2M) 170 - 300 nm
IONO 422 (Berry 2M) 160 - 500 nm

*v oklepajih je predstavljen model, po katerem so iz podatkov MALS detektorja izracunali
velikosti delcev. **Povprecni premer je bil ocenjen na podlagi QFELS signala, ki meri kvazi
elasticno sipanje svetlobe in ki ni prikazan na fraktogramu. Rims — polmer sukanja delcev,
D1 — vzorec, pridobljen po 24-urni inkubaciji, D2 — vzorec, pridobljen po 48-urni
inkubaciji, D3 — vzorec, pridobljen po 72-urni inkubaciji, vz ATP — vzorec, pridobljen 24 h
po 20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP-jem, vz IONO - vzorec, pridobljen 24 h po 10-

minutni inkubaciji z 2 UM ionomicinom.

Povprecni premer veziklov v vzorcu D1 znasa okoli 200 nm, medtem ko lahko pri ostalih
vzorcih zaradi slabSe kvalitete signala napovemo le obmocje premerov delcev. Ta je
podoben pri vzorcih D2 (od 100 — 350 nm) in pri vzorcu ATP (170 — 300 nm) ter pri
vzorcih D3 (200 — 500 nm) in IONO (160 — 500 nm). Na podlagi ocenjenih
hidrodinamskih premerov lahko sklepamo, da se velikost ZV-jev, izlo¢enih iz mikroglij, s

starostjo kulture ali z izpostavitvijo ATP-ju ali ionomicinu veca.

Na podlagi analize fraktogramov, izmerjenih z metodo AF4-MALS, smo dolo¢ili tudi
koncentracijo v gojis¢e izloCenih veziklov normalizirano glede na Sstevilo mikroglij

prisotnih v poskusu (tabela 6).
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Tabela 5: Koncentracija izlo¢enih veziklov glede na Stevilo v poskusu prisotnih

mikroglij, dolo¢ena z metodo AF4-MALS.

i ] St. veziklov / | St. veziklov /
St. veziklov | St. celic §t. celic §t. celic
VZOREC |(x 109%) (x 109) (x 109%) (x 10%) / D1
D1 14,4 25 58 x 106 1,00
D2 32,0 51 63 x 106 1,09
D3 18,8 78 24 x 1068 0,41
Vz ATP 14,4 63 23 x 1068 0,40
Vz IONO 8,00 15 53 x 106 0,91

Koncentracija v gojisce izlocenih veziklov, normaliziranih na stevilo v poskusu prisotnih
mikroglij. D1 — vzorec, pridobljen po 24-urni inkubaciji, D2 — vzorec, pridobljen po 48-
urni inkubaciji, D3 — vzorec, pridobljen po 72-urni inkubaciji, vz ATP — vzorec, pridobljen
24 h po 20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP-jem, vz IONO - vzorec, pridobljen 24 h po 10-

minutni inkubaciji z 2 uM ionomicinom

Mikroglije tekom prvih 48 ur na doloc¢eno Stevilo celic izlo¢ijo enako Stevilo veziklov,
kadar pa so v kulturi 72 ur, Stevilo sproscenih veziklov na dolo¢eno Stevilo mikroglij upade
na manj kot polovico. Glede na meritve vzorca po 48 urah do upada Stevila veziklov pride
tekom tretjega dneva. Podobno zaznamo upad normaliziranih spro$c¢enih veziklov tudi po
izpostavitvi mikroglij ATP-ju, normalizirano $tevilo izlo¢enih ZV-jev po stimulaciji z

ionomicinom pa je primerljivo z vzorcema D1 in D2 (tabela 6).

Neodvisno od nacina tretiranja kultur mikroglij le-te spros¢ajo v gojisce velikostno
heterogeno populacijo veziklov. Velikostni interval in povpre¢na velikost ZV-jev v
izloCeni populaciji veziklov se s staranjem kulture mikroglij ali z izpostavitvijo mikroglij
ATP-ju ali ionomicinu povecujeta. Mikroglije prvih 48 ur vezikle izlo¢ajo kontinuirano,
tretji dan pa Stevilo ZV-jev v kulturi upade. Podobno na normalizirano $tevilo izlo¢enih

veziklov vpliva izpostavitev mikroglij ATP-ju, ionomicin pa nima vpliva.
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4.4. Analiza s saharoznim gradientom

Nadalje nas je zanimalo, ali se velikostno heterogene populacije ZV-jev razlikujejo tudi po
gostoti in proteinski sestavi ter ali razli¢no tretiranje kultur mikroglij vpliva na omenjene
lastnosti. Zato smo ZV-je locili na gostotnem gradientu, pripravljenem iz razli¢nih
koncentracij saharoze in loCene frakcije analizirali z imunokemijsko detekcijo (opisano v
3.3.2 in 3.3.3.) za nekatere proteinske oznacevalce ZV-jev: Hsc70, AChE, flotilin, Tsgl101,
CD63, aneksin in kalneksin (slika 11 in 12).
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Slika 10: Imunokemijska analiza veziklov, izlo¢enih iz mikroglij po 24 h, 48 h ali 72 h
inkubaciji, po lo¢itvi na saharoznem gradientu. 1z gojisca kulture mikroglij po 24-urni
(D1), 48-urni (D2) in 72-urni (D3) inkubaciji smo z ultracentrifugiranjem izolirali ZV-je in
jih prestavili na vrh saharoznega gradienta, ki smo ga pripravili iz 12 razlicno gostih
raztopin saharoze v DPBS. Po centrifugiranju smo frakcije, v katere so se razporedili ZV-
JI, locili in iz njih izolirali proteine s TCA precipitacijo. Izolirane proteine smo nato locili z
elektroforezo na denaturacijskem poliakrilamidnem gelu in detektirali s specificnimi

protitelesi. Gostota frakcij se veca od frakcije 1 proti frakciji 12. MM — molekulska masa

Glede na imunokemijsko analizo na saharoznem gradientu loCenih frakcij, se ne glede na
starost kulture mikroglij, v gojis¢u pojavljajo tri subpopulacije ZV-jev (slika 11). Vezikli,
Ki so se ustavili v zgornjih, manj gostih frakcijah (1-4), vsebujejo proteine AChE, aneksin
in v manj$i meri flotilin (D1 in D3) ter Hsc70 (D2), medtem ko srednje frakcije (5-9)
znacCilno vsebujejo Hsc70, flotilin, TsglOl in CD63 (razli¢no glikoziliran). Vezikli,
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razporejeni v najgostejse frakcije (10-12) pa le v majhni meri vsebujejo znacilne proteinske
oznacevalce ZV-jev, kot sta npr. Hsc70 in CD63. Kot smo opazili ze pri imunokemijski
analizi proteinov iz usedlin (slika 6), vzorec pridobljen iz kultur po 72 urah v splo$nem
vsbuje vecje koli€ine preucevanih proteinov (vecja intenziteta lis) v primerjavi s tistimi po
24 ali 48 urah. Kalneksin, protein znacilen za ER in posledi¢no za nezazelene mikrosome,

SmMo v manj$i meri zaznali le po 72 urah v kulturi.

vz ATP vz IONO

MM
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Slika 11: Imunokemijska analiza veziklov, izlo¢enih iz mikroglij po izpostavitvi ATP-
ju ali ionomicinu, po lo¢itvi na saharoznem gradientu. |1z gojisca, pridobljenega 24 h po
20-minutni inkubaciji z 1 mM ATP-jem (vz ATP) ali 24 h po 10-minutni inkubaciji z 2 uM
ionomicinom (vz IONO), smo z ultracentrifugiranjem izolirali ZV-je in jih prestavili na vrh
saharoznega gradienta, ki smo ga pripravili iz 12 razlicno gostih frakcij saharoze v DPBS.
Po centrifugiranju smo frakcije, v katere so se razporedili ZV-ji, locili in iz njih izolirali
proteine s TCA precipitacijo. lzolirane proteine smo nato locili z elektroforezo na
denaturacijskem poliakrilamidnem gelu in detektirali s specificnimi protitelesi. Gostota

[frakcij se veca od frakcije 1 proti frakciji 12. MM — molekulska masa

Glede na imunokemijsko analizo na saharoznem gradientu loCenih frakcij se tudi pri
mikroglijah induciranih z ATP-jem ali z ionomicinom v gojis¢u pojavljajo tri
subpopulacije ZV-jev (slika 11), podobno kot je bilo opazeno pri razli¢no starih kulturah
(slika 10). Vezikli, ki so se ustavili v zgornjih, manj gostih frakcijah (1-4), vsebujejo
proteine AChE, aneksin, Hsc70 in v manjsi meri flotilin, srednje frakcije (5-9) znacilno
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vsebujejo flotilin, Tsg101 in CD63, najgostejse frakcije (10-12) pa v manjsi meri vsebujejo
le CD63. Pri izpostavitvi ionomicinu se pojavi v srednje gostih frakcijah tudi Hsc70, ki ga
pri izpostavitvi ATP-ju v teh frakcijah ne zaznamo. Pri vzorcu IONO v primerjavi z
vzorcem ATP opazimo manjs$i premik oznaCevalca TsglO1 v gostejSe, flotilina pa v
redkejse frakcije. Vzorca nista vsebovala kalneksina, proteina, znacilnega za ER in

posledi¢no za nezazelene mikrosome.

Imunokemijske analize zunajceli¢nih veziklov, spros¢enih iz razlicno tretiranih kultur
mikroglij, kaZzejo na molekularno heterogenost populacij, saj so te sestavljene vsaj iz treh
subpopulacij, ki se razlikujejo v gostoti in v prisotnosti dolo¢enih oznacevalcev. Odvisno
od tretiranja celic je sicer opaziti manj$e premike doloc¢enih oznacevalcev v bolj ali manj

goste frakcije.
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5. Razprava

Celice centralnega Zivénega sistema (CZS) izlo¢ajo zunajceliéne vezikle (ZV), ki
pomembno sodelujejo pri fizioloskih in patoloskih procesih v CZS (povzeto po (18, 21, 32,
35, 44)). Vecina do sedaj znanih raziskav na mikroglijah je preucevala vlogo ZV-jev v
patoloskih procesih. Mikroglije pa so vpletene tudi v normalne fizioloSke procese, kot je
nadzor delovanja in stanja nevronov (povzeto po (5, 11)), vzpostavitev sinaps (povzeto po
(5, 10, 12)) in odstranjevanje prebitka mielina iz okolice (povzeto po (5)), pri ¢emer imajo
najverjetneje zunajceli¢ni vezikli, kot novo prepoznan nac¢in medceli¢ne komunikacije (22,
24), pomembno vlogo. V tej nalogi smo zato zeleli raziskati, ali mikroglije izlo¢ajo vezikle
tudi v normalnih fizioloskih pogojih. Nadalje nas je zanimalo, ali se omenjena populacija
veziklov razlikuje od populacije veziklov, izlo¢enih po izpostavitvi mikroglij ATP-ju ali
ionomicinu, ki dvigneta nivo znotrajceliénih Ca?* ionov in naj bi vplivala na spro$¢anje
veziklov. V ta namen smo uporabili dolgoZive normalne humane mikroglie (h-Hu
SVA0/hTERT), ki smo jih pustili rasti v gojis¢u 24 h (vzorec D1), 48 h (vzorec D2)in 72 h
(vzorec D3), nakar smo iz gojis¢a izolirali ZV-je in jih analizirali. Poleg tega smo za
primerjavo mikroglije izpostavili tudi ATP-ju (20 min, 1 mM) ali ionomicinu (10 min, 2
KM) in izvedli izolacijo ZV-jev 24 ur po tretiranju. Zunajceli¢ne vezikle smo analizirali po
proteinski sestavi, gostoti, morfologiji in velikosti z imunokemijsko analizo, s presevno
elektronsko mikroskopijo (TEM) in z metodo AF4-MALS.

Z AF4-MALS, AF4-QELS in TEM-om smo pokazali, da mikroglije ne glede na tretiranje
v gojisce izlo¢ajo heterogeno populacijo ZV-jev, z radijem Rms 0d 30 do 510 nm in
hidrodinamskim premerom od 100 do 500 nm. Povprecna velikost populacije sproscenih
ZV-jev je narascala s ¢asom, ki so ga mikroglije prezivele v kulturi in s tretiranjem celic z
ATP-jem ali ionomicinom. Porast iz mikroglij izloenih veéjih veziklov so v dosel]

objavljenih raziskavah povezali predvsem z vnetnimi stanji v CZS (40, 60).

Glede na znane premere eksosomov (40 — 120 nm) in mikroveziklov (100 — 1000 nm)
(povzeto po (21-24, 44)) lahko sklepamo, da so mikroglije izlocale oba tipa ZV-jev. V
predhodni raziskavi Gabriellijeve in sodelovcev so velikosti izlo¢enih ZV-jev po 1-urni
izpostavitvi primarnih podganjih mikroglij 1 mM ATP-ju dolocili z metodo sledenja

nanodelcev (NTA). Zaradi narave NTA metodologije, ki ne omogoca hkratne analize zelo
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heterogene populacije, so loCeno analizirali ZV-je obogatene z mikrovezikli
(centrifugiranje pri 10.000 x g) in ZV-je, obogatene z eksosomi (naknadno
ultracentrifugiranje istega vzorca pri 100.000 x g). Pokazali so, da mikroglije izlocajo
enako Stevilo mikroveziklov in eksosomov, pri ¢emer je bil povprecen premer izoliranih
eksosomov 169 nm (dosegali velikosti tudi do 300 nm), povprecen premer mikroveziklov
pa 334 nm, nekateri vezikli pa so dosegali velikosti tudi do 850 nm (41). Podobno smo tudi
mi pokazali, da mikroglije izpostavljene ATP-ju poleg manjsih veziklov (eksosomov)
izlo¢ajo tudi vecje vezikle (mikrovezikle) z velikostmi, ocenjenimi s polmerom Rrms 0d 30
do 435 nm. Tudi po izpostavitvi ionomicinu (Rms 0d 30 do 480 nm) ali v kulturi po 72
urah (Rrms 0d 40 — 510 nm) pomemben delez populacije ZV-jev predstavljajo vegji vezikli,
prvih 48 ur v kulturi (Rrms od 30 do 305 nm) pa ve¢ji delez ZV-jev predstavljajo manjsi

vezikli.

Heterogenost populacije izloenih ZV-jev ne glede na tretiranje smo pokazali tudi z
lo¢evanjem ZV-jev na saharoznem gradientu in imunodetekcijo za specifi¢ne proteinske
oznacevalce ZV-jev. Pokazali smo, da ZV-ji vsebujejo vsaj 3 subpopulacije veziklov, ki se
razlikujejo glede na gostoto in proteinsko sestavo: v najmanj gostih frakcijah sta obogatena
aneksin in acetilholinesteraza, v srednje gostih frakcijah sta obogatena predvsem Tsg101 in
delno flotilin, v najbolj gostih frakcijah pa smo od vseh analiziranih proteinov detektirali le
CD63. Protein CD63 smo zaznali v ZV-jih raznolikih gostot in sestave, prej$nje raziskave
pa so ga povezovale predvsem z manjSimi eksosomi (61). Podobno so ZV-je analizirali
tudi v drugih raziskavah, pri ¢emer so v veziklih detektirali naslednje proteinske
oznacevalce: Tsgl01, flotilin, aliks, aktin, Ibo in nekatere druge (18, 30, 39). Vecino za
ZV-je znacilnih proteinov so detektirali tako v vzorcih, obogatenih z mikrovezikli, kot tudi
v vzorcih, obogatenih z eksosomi (41), zato samo na podlagi razporeditve proteinskih
oznacevalcev v razli¢no goste frakcije v nasih analizah ne moremo sklepati na tip veziklov

v posamezni subpopulaciji.

Prisotnost preucevanih oznacevalcev najverjetneje kaze na mehanizem nastanka ZV-jev.
Trenutno so poznani trije glavni mehanizmi: (i) nastanek z delovanjem kompleksa ESCRT,
ki organizira nabor bioaktivnih molekul za vgradnjo v vezikle in regulira njihov odcep (del
tega sistema je tudi TsglOl (61)); (ii) nastanek z reorganizacijo lipidnih domen na
plazemski ali endosomalni membrani, kar povzro¢i njeno ukrivljanje in nato odcep

veziklov (29) (na plazemski membrani sta obogatena aneksin, ki je Ca?" vezavni protein
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(62) in flotilin, ki se nahaja v lipidnih raftih (63, 64)); in nastanek z delovanjem
transmembranskih proteinov iz druzine tetraspaninov (kateri pripada tudi CD63 (65-67)).
Prisotnost Tsg101, aneksina, flotilina ter proteina CD63 v vseh populacijah ZV-jev, ne
glede na tretiranje mikroglij, kaze na vlogo vseh treh sistemov pri biogenezi ZV-jev pri
mikroglijah. Tretiranje mikroglij predvsem vpliva na delez posamezne subpopulacije v

populaciji ZV-jev in s tem kaZe na veéjo vlogo enega mehanizma nastanka.

Mikroglije prvih 48 ur vezikle izlo¢ajo kontinuirano, tretji dan pa $tevilo ZV-jev v kulturi
upade. Ti rezultati nakazujejo, da tudi nestimulirane mikroglije v kulturi izlo¢ajo vezikle v
okolico, pri éemer koncentracija teh veziklov ni zanemarljiva (priblizno 50 x 10° ZV-jev/1
x 10° celic) (tabela 6). Podobno bi lahko tudi in vivo mikroglije izlocale ZV-je, novo
prepoznan na¢in medceliéne komunikacije (22, 24). Gibljivost celic v CZS je namreg zelo
omejena, zato bi transport molekul z vezikli zagotovo nudil dolocene prednosti (38).
Pokazali smo, da mikroglije v prvih 48 urah v kulturi izlo¢ajo predvsem manjse vezikle
(povpre¢ni Rms Okoli 200 nm), ki najverjetneje predstavljajo eksosome. V predhodnih
raziskavah so v eksosomih mikroglij nasli §tevilne encime, med drugim udeleZzene v
metabolizem glukoze (IDE), laktata in nevropeptidov (CD13) (38). Poleg tega mikroglije v
multivezikularnih telesih procesirajo $tevilne pomembne molekule, kot so mielin (30),
amiloidni protein B, a-sinuklein (36), aktivni endogeni kanabinoid anandamid (41),
morfogen Wnt3a (31) in kompleks MHC 11 (38, 40). Tako lahko predpostavimo, da iz
mikroglij izlo€eni ZV-ji pri normalnih fizioloSkih pogojih podpirajo nevrone v obdobjih,
ko so ti zelo aktivni in so metabolne potrebe v bliznjem tkivu zato povecane. Po drugi
strani so v raziskavi Antonuccijeve in sodelavcev pokazali, da mikrovezikli, izloceni iz
mikroglij, spodbujajo eksocitozo sinapticnih veziklov v sinapti¢no S$pranjo pri
presinapticnih nevronih in s tem nanje delujejo ekscitatorno. Nadalje so pokazali, da je
klju¢na komponenta za omenjeno funkcijo mikroveziklov encim sfingomielinaza, ki
katalizira nastanek sfingolipidov udelezenih v zlitje sinapti¢nih veziklov (42). Dokazano je
bilo tudi, da nevroni mikroglijam konstantno posiljajo signale (35), na katere se le-te v
primeru povecane aktivnosti nevronov odzovejo z aktivacijo in lahko tudi s povecanim

izlo¢anjem ZV-jev (38, 68).
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Pokazali smo, da se s staranjem kulture (po 72 urah) izlocajo vse ve¢ji vezikli (Rms 0d 40
do 510 nm), pri ¢emer v ZV-jih takrat zaznamo tudi kalneksin, indikator prisotnosti
mikrosomov zaradi morebitnih poskodb celic (69). Znadilen je tudi upad Stevila izlo¢enih
veziklov po 72 urah (prb. 2,6-krat). Eden od razlogov za upad bi lahko bilo zmanjsano
izlocanje ZV-jev zaradi slabega stanja celic v kulturi, na kar nakazuje tudi prisotnost
kalneksina v vzorcu (69). Po treh dneh v kulturi so bile namre¢ celice popolnoma
razras¢ene po plosc¢i (konfluentnost nad 90 %), ves ta Cas pa tudi nismo dodajali dodatnih
hranil (glede na barvo indikatorja je tudi pH v gojis¢u nekoliko upadel), kar je verjetno
vplivalo na celi¢ne procese. Glede na to, da mikroglije ucinkovito privzemajo ZV-je iz
okolja (30, 36, 68), bi lahko staranje kulture vplivalo tudi na povecanje prevzema ZV-jev s
strani mikroglij. Mozna, a glede na znana dejstva o EV-jih (22, 70) manj verjetna razlaga
je tudi, da je bil del EV-jev v kulturi razgrajen. Za preucevanje izloCanja ZV-jev iz
nestimuliranih ali stimuliranih mikroglij zato priporo¢amo kulture, stare najve¢ 48 h.
Podobno bi morali pri vseh raziskavah ZV-jev in vitro preveriti vpliv staranja kulture na

izloCanje veziklov.

Po stimulaciji mikroglij z ATP-jem ali ionomicinom mikroglije izlo¢ajo vecje vezikle, kar
se kaze pri ve¢jem intervalu velikosti izlo¢enih ZV-jev (Rms 0d 30 do 435 nm za ATP in
30 do 480 nm za ionomicin) in veéji povprecni velikosti (Rms 340 nm za ATP in 422 nm
za ionomicin). Izpostavitev mikroglij ionomicinu ne vpliva na normalizirano S$tevilo
izlo¢enih ZV-jev, medtem ko se po izpostavitvi ATP-ju Stevilo izloCenih veziklov,
normalizirano na Stevilo celic, zmanjSa (za prb. 2,5-krat). Povecano izlo¢anje ZV-jev iz
mikroglij naj bi sprozila povecana koncentracija znotrajceli¢nega Ca®* (28, 35, 39). ATP in
ionomicin poveata znotrajceliéno koncentracijo Ca?* preko prenosa zalog iz
znotrajceli¢nih prostorov (predvsem ER), pri cemer se po mehanizmu delovanja in kinetiki
izlotanja Ca?* v citosol delno razlikujeta (71-74). ATP dodatno spodbuja izlo¢anje
mikroveziklov iz mikroglij tudi preko vezave na purinergi¢ni receptor P2X7, ki preko
aktivacije doloCenith znotrajceli€nih signalnih poti sprozi prenos encima Kkisle
sfingomielinaze na zunanjo stran celicne membrane. Tam le-ta pretvori sfingomielin v
ceramid, ki v vecjih koncentracijah povzro¢i uvihanje celicne membrane in odcep

novonastalega mikrovezikla v zunajceli¢ni prostor (28). Indukcija izloCanja ZV-jev iz
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mikroglij je mo¢no odvisna tudi od aktivacijskega stanja celice, kar potrjujejo Stevilne

raziskave (29-31, 36, 39).

Predhodnje raziskave so pokazale, da po stimulaciji z ATP-jem glodal¢je mikroglije
izloCajo ZV-je (28, 29, 39, 41). Eden izmed moznih razlogov za manjSe $tevilo ZV-jev po
stimulaciji z ATP-jem napram kontrolam bi lahko bilo pospeseno privzemanje ze izlocenih
ZV-jev, saj celitna signalizacija z ATP-jem spodbuja endocitozo (75). Najverjetneje
mikrovezikli, izlo¢eni po stimulaciji z ATP-jem, sodelujejo v komunikaciji s tar¢nimi
nevroni (18). Skoraj 80 % mikroveziklov namre¢ vsebuje na membrani fosfatidilserin, ki je
udelezen v vezavo na tar¢no celico. Heterogene populacije veziklov glede vsebnosti
fosfatidilserina po stimulaciji podganjih mikroglij z ATP-jem so nasli v raziskavi Bianca in
sodelavcev (28). Razli¢na vsebnost fosfatidilserina v mikroveziklih se preko specifiénih

interakcij s tarénimi nevroni lahko izraza v razli¢nih funkcijah veziklov.

Zanimivo pa mikroglije po stimulaciji z nekaterimi drugimi spojinami, kot sta Wnt3a (31)
in serotonin (39), povecata izlocanje manjsih veziklov, predvsem eksosomov. Morfogen
Wnt3a, udelezen v pravilno urejanje nevronov med razvojem CZS, sam pospesi izloanje
eksosomov in se vanje tudi vgradi (31). Izlocanje manjsih veziklov iz S serotoninom
stimuliranih mikroglij pa je bilo v primerjavi s kontrolo priblizno 2-krat povecano in
odvisno predvsem od delovanja fosfolipaze C in posledi¢no porasta znotrajceliénega Ca®*
(39). V omenjenih raziskavah so sicer spremljali zgolj manjse vezikle (< 200 nm), zato ne

vemo, kako je stimulacija vplivala na izlo¢anje veéjih veziklov (31, 39).

Za oceno Velikosti ZV-jev smo uporabili razli¢ne metode, ki podajajo velikosti veziklov na
razli¢ne nacine. Najprej smo velikost veziklov ocenili s TEM-om, kjer dolo¢imo premer
dehidriranega delca; po predhodni locitvi ZV-jev z AF4 smo nato s pomoc¢jo MALS
detektorja dolocili polmer giracije delca (Rms), s pomocjo QELS detektorja pa smo delcu
dolo¢ili hidrodinamski premer. Posledi¢no ti trije polmeri/premeri med seboj niso direktno

primerljivi.

Metoda AF4-MALS se je izkazala za izredno koristno, saj lahko hkrati analiziramo zelo
heterogeno populacijo veziklov, mote¢i pa niso niti proteini, ki so lahko kot necistoce
prisotni v izolatu veziklov. Omenjene prednosti so predvsem posledica locevanja veziklov

po velikosti s pre¢nim tokom, tako locene vezikle pa nato detektiramo z MALS ali QELS
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detektorjem. Vezikli so tudi ves Cas analize v pufru, kar pomaga ohranjati njihovo velikost.
V primeru moc¢nih tokov bi lahko ti v dolo¢eni meri vplivali na morfologijo vezikla.
Primernost metode v primerjavi z ostalimi so pokazali tudi v raziskavah Nazir Qureshija in
Sitarjeve (56, 59). S sistemom AF4 so v preteklosti hitro in natan¢no Ze lo¢evali proteine,
liposome, viruse in vezikle nanometrskih velikosti (57-59), mi pa smo pokazali, da lahko z
njo lo¢imo in analiziramo tudi vezikle premera od 60 — 1000 nm. Optimiziranje

parametrov naprave za posamezne vzorce je pri tem klju¢nega pomena (56, 59).

Z merjenjem staticnega sipanja svetlobe (DLS in QELS) in dinami¢nega sipanja svetlobe
(MALS) dobimo oceno velikosti veziklov na razli¢nih principih; z merjenjem stati¢nega
sipanja svetlobe ocenimo velikost delcev na podlagi razporeditve teZze okoli sredisca
vezikla (radij giracije, Rims), z dinami¢nim sipanjem svetlobe pa na podlagi hipoteti¢nega
sferi¢nega delca, ki bi se v danem mediju gibal enako kot opazovan delec (hidrodinamski
premer). Za manjSe vezikle sta ocenjeni velikosti delcev podobni, medtem ko pri ve¢jih
lahko pride do odstopanj. V raziskavi Petersena in sodelovcev so ugotovili, da je pri ve¢jih
veziklih velikost ocenjena z radijem sukanja delcev priblizno 30 % vecja od ocenjene
vrednosti s hidrodinamskim premerom (58), podoben trend pa opazimo tudi v nasi
raziskavi, kjer pa zaradi slabsih vhodnih podatkov nismo mogli z neko zadovoljivo
natan¢nostjo izracunati velikosti ZV-jev (tabela 5). Povefano razmerje med obema
parametroma v korist velikosti, dobljene z Rms, sicer lahko nakazuje, da so man;jsi vezikli
bolj okrogli, vec¢ji pa bolj elipticni ali nepravilnih oblik (58). Nekatere raziskave res
porocajo o strukturno bolj heterogenih mikroveziklih kot eksosomih (21), kar je lahko tudi
posledica samih sil med izolacijo ZV-jev (24, 48, 53). Priprava vzorca moc¢no vpliva tudi
na ocenjeno velikost veziklov, ki jih dobimo pri analizi s TEM-om. Vzorec veziklov
namre¢ pred analizo fiksiramo in dehidriramo, kar vpliva na njihovo morfologijo in
velikost (55), zato te vrednosti niso primerljive z velikostmi, dobljenimi z analizo sipanja
svetlobe (58). V raziskavi Bianca in sodelovci so s TEM-om analizirali mikrovezikle in
eksosome, pri ¢emer je povprecna velikost mikroveziklov znasala 155 nm, eksosomov pa
64 nm. Te vrednosti so bile nizje od velikosti veziklov v raziskavi Gabriellijeve s sodelavci
pridobljene z metodo NTA (povpre¢na velikosti mikroveziklov 334 nm in eksosomov 169)
(41) in tudi od vrednostih objavljenih v literaturi (21-24, 44). Pri interpretaciji velikosti
veziklov in primerjavi med raziskavami in razlicnimi tehnikami je zato potrebna

previdnost.
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Mikroglije izkazujejo veliko molekulsko, morfoloSko in funkcionalno raznolikost znotraj
CZS (5, 10). Vetina predhodnih in vitro raziskav je bilo narejenih na glodalskih celicah:
misji ali podganji celi¢ni liniji N9 (38, 41-43), mi§jih linijah MG6 (68) in BV-2 (36, 37,
39), primarnih podganjih (41) in misjih (39) mikroglijah ter meSani kulturi celic glij (28).
V raziskavi Hooperja in sodelovcev so pripravili celi¢no linijo primarnih podganjih
mikroglij na nacin, ki zagotavlja manjSo stopnjo celi¢ne aktivacije in vitro, s ¢imer so tudi
razlozili odsotnost izlocanja veziklov v normalnih pogojih (31). Nasprotno smo v nasi
raziskavi uporabili humano celi¢no linijo mikroglij h-Hu SV40/hTERT, pripravljeno iz
svezega tkiva bolnika. Omenjena celi¢na linija je transficirana z virusom SV40 in izraza
katalitsko podenoto humane telomeraze, kar podaljsa Zivljenjsko dobo celice (76, 77).
Glede na heterogenost mikroglij in vivo, uporaba celi¢ne linije seveda ne ponazarja v
polnosti kompleksnosti pogojev v telesu, je pa pomemben korak k raziskovanju osnovnega
mehanizma izloCanja ZV-jev iz mikroglij in njihove fizioloske vloge. Prednost uporabe
celi¢ne linije za raziskovanje ZV-jev je predvsem v moznosti izvajanja eksperimentov z
vecjim Stevilom celic, kar v primeru primarnih celic in njihovega omejenega
pomnoZzevanja ni mozno (78). Ve¢ina metod za analizo ZV-jev namre¢ potrebuje zadostno
koli¢ino bioloSkega materiala, kar pomeni, da moramo iz kulture izolirati vec¢je Stevilo ZV-

jev. Pri tem je potrebno upostevati tudi izgube ZV-jev pri procesiranju, ki so lahko obsezne
(79).
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6. Sklepi

Humane mikroglije v gojisce izlo¢ajo zunajceli¢ne vezikle neodvisno od tretiranja.
Izloceni zunajceli¢ni vezikli SO molekulsko heterogenih populacij, ki se med seboj
razlikujejo v gostoti in proteinski sestavi.

Velikosti izlo¢enih zunajceli¢nih veziklov, ocenjenih s polmerom Rims Segajo od 30
— 510 nm, pri ¢emer se s starostjo kulture in po izpostavitvi ATP-ju ali ionomicinu
velikost izlocenih veziklov poveca.

Mikroglije prvih 48 ur vezikle izloGajo kontinuirano, tretji dan pa Stevilo
zunajceliénih veziklov v kulturi upade. lzpostavitev mikroglij ATP-ju prav tako
zmanjsa $tevilo veziklov, ionomicin pa nima vpliva.

Populacije zunajceli¢nih veziklov se odvisno od tretiranja mikroglij razlikujejo v
velikosti ali Stevilu ali proteinski sestavi, najverjetneje pa je mehanizem sproScanja

iz mikroglij podoben.
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