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Celi¢ni promet mesickov
Nobelova nagrada za fiziologijo ali medicino za leto 2013

Nina Vardjan in Robert Zorec

Prvi ponedeljek v mesecu oktobru podeli
Nobelova skupicina na ustanovi Karolinska
na Svedskem Nobelovo nagrado za fiziolo-
gijo ali medicino. V letu 2013 so bili preje-
mniki nagrade Randy W. Schekman, James
E. Rothman in Thomas C. Siidhof, in sicer
za »svoja odkritja mehanizma uravnavanja
prometa mesickov, glavnega transportnega
sistema v na$ih celicah« (www.nobelprize.
org/nobel_prizes/medicine/laureates/2013/).
Ti trije raziskovalci so odkrili molekulska
nacela, kako se mesic¢ki z doloceno vsebino
v pravem Casu dostavijo na pravo mesto v
celici. V tem prispevku je cilj osvetliti mej-
nike dosezkov letosnjih Nobelovih nagra-
jencev za fiziologijo v okviru nastanka ev-
kariontskih celic kakor tudi v luéi raziskav
nacionalnega programa Celicna fiziologija.

Evkariontske celice, ki sestavljajo nase telo,
so drugacne od bakterij. Poleg tega, da so
veliko vecje od bakterij, vsebujejo pod plaz-
malemo, membrano, ki jih obdaja, tudi ce-
licne organele, obdane z membrano, na pri-
mer mitohondrije, endoplazemski retikulum
in mesicke. Zakaj so nastali ti evkarionti,
ki poleg drugih celi¢nih organelov vsebujejo

Slika 1: Nobelovi
nagrajenci za
fiziologijo ali
medicino za leto
2013. 0d leve proti
desni: Randy W.
Schekman, James E.
Rothman in Thomas
C. Siidhof.
http://www.nobelprize.
org/nobel_prizes/medi-
cine/laureates/2013/.

tudi pravo jedro, je Se zmeraj uganka. Ker
je velikost celic evkariontov za tri do $tiri
velikostne razrede vecja od tiste pri proka-
riontih, so nekateri mnenja, da so celi¢ni
organeli nastali kot endosimbionti. Bakteriji
podobna oblika Zivega bitja je presla v no-
tranjost predhodnice nasih celic in tam pre-
vzela neko novo vlogo, taksno, kot jo ima
dana$nji mitohondrij ali pa pri rastlinah
kloroplast. Do tega je verjetno prislo, ker
se je z velikostjo celic povecala razdalja za
sporazumevanje (komunikacijo) med posa-
meznimi deli celice, ki je temelj usklajenega
delovanja celi¢nih procesov.

Sporazumevanje v notranjosti celice — v ci-
toplazmi - je doloceno z ve¢ mehanizmi.
Na razmeroma kratkih razdaljah je naj-
bolj u¢inkovita difuzija. To je proces, kjer
se snovi prenesejo z mesta vi§je na mesto
nizje koncentracije, pri tem pa se znizuje
vrednost koncentracije snovi, ki se prenasa.
Gibalna sila pri tem ni nekaj usmerjenega,
pac pa naklju¢ni trki med molekulami, ka-
kor je naravo difuzije pojasnil Albert Ein-
stein leta 1905. Ta mehanizem je uc¢inkovit
v razmeroma majhnih prostorninah, ko pa
je prislo do povecanja evkariontske celice, se
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je morala privzeti nova resitev. Ta pa temelji
na mehanizmu konvekcije, kjer se snovi pre-
nesejo med deli celice zaradi gibanja mase
neke snovi. Primer takega nacina sporazu-
mevanja je pretakanje krvi, v kateri so krvne
celice, te pa vsebujejo hemoglobin, ki pre-
nasa kisik od plju¢ do drugih delov telesa
tako, da se krvne celice pretakajo s krvjo. V
sami celici pa tak transport predstavlja pre-
mikanje oziroma promet celi¢nih organelov.

Presevanje mutiranih kvasovk je razkrilo
motnje v celi¢cnem prometu organelov
Prav promet celi¢nih organelov je pritegnil
pozornost znanstvenikov. Da bi spoznal ge-
netsko podlago celi¢nega transportnega sis-
tema, je Randy Schekman v sedemdesetih
letih zacel poskuse na celicah kvasa (Saccha-
romyces cerevisiae), ki so model evkariontske
celice. Pri genetskem presejevanju je njegov
laboratorij opisal kvasovke z genetskimi
okvarami v celiénem transportu. Mesicki so
se namre¢ v genetsko mutiranih kvasovkah
kopicili v nekaterih delih celice (slika 2).
Opisal je 23 genov in jih razvrstil v tri sku-
pine genov, ki imajo zapise za proteine, ki
nadzorujejo razli¢ne vidike prometa celi¢nih
organelov. S tem je omogo¢il nov vpogled v
mehanizme uravnavanja transporta organe-
lov v celici.

Odkritje proteinskih kompleksov za

sidranje membrane mesicka na plazmalemo
Tudi James Rothman se je pred tremi de-
setletji navdusil nad raziskavami celi¢nega
transportnega sistema. V osemdesetih in
devetdesetih letih je z biokemijskimi po-

Slika 2: Levo normalna kvasovka, desno mutirana
kvasovka, v kateri je moten celicni transport
mesickov (prirejeno po: Zierath, J. R, in Lendahl, U,
2013: Machinery Regulating Vesicle Traffic, A Major
Transport System in our Cells. Karolinska Institutet,
Nobel Assembly »The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2013«
bttp:/fwww.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laure-
ates/2013/).

skusi iz vitro na sesalskih celicah raziskoval
mehanizme brstenja, transporta in zlivanja
mesickov s taréno membrano. Njegov la-
boratorij je odkril proteinski kompleks, ki
omogoca mesickom, da se sidrajo na dolo-
¢eno mesto plazmaleme, kjer lahko pride
do zlitja membrane mesicka s plazmalemo.
Pokazalo se je, da geni, ki jih je odkril Ze
Randy Schekman, kodirajo prav te protei-
ne. Ti proteini lahko pospesijo proces zlitja
membran. So namred na membrani mesic¢-
ka kot tudi na plazmalemi. Prek posebnih
domen se lahko med seboj tesno poveze-
jo, kakor da so deli zadrge, in s tem pri-
blizajo dve membrani, kar vpliva na zlitje
membran. Ta kompleks je danes znan pod
imenom SNARE (anglesko Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment
protein REceptor). Rothmanov laboratorij je
tudi ugotovil, da v celici obstaja ve¢ tipov
sorodnih proteinov SNARE, ki se med se-
boj povezujejo na zelo specificne nacine, kar
doloca, da se mesicki, ki tovorijo dolo¢eno
vsebino, prenesejo na to¢no doloceno mesto
znotraj celice. Mesicki in druge znotrajce-
licne membranske strukture se lahko zlivajo
tudi med seboj znotraj celice. Na kompleks
proteinov SNARE delujejo botulinusni in
tetanusni nevrotoksini, o katerih je v Pro-
teusu pisal Marko Kreft leta 2002 (Kreft,
2002). Slika 3 prikazuje prostorsko umesti-
tev proteinov kompleksa SNARE (sinapto-
brevin, SNAP25 in sintaksin) med membra-
no mesicka in notranjim licem plazmaleme.
Pokon¢ni diski kazejo mesta, kjer delujejo
razli¢ni nevrotoksini. K razumevanju meha-
nizma delovanja teh toksinov je zasluzen tu-
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Slika 3: Proteini kompleksa SNARE in mesta delovanja botulinusnih nevrotoksinov A, B, D, F, G, in tetanospazmina.

Povzeto po: Kreft, M., 2002: Proteus.

di laboratorij profesorja Cesarja Montecucca
iz Padove (Schiavo in sod., 1992). Njegovo
odkritje je pospesilo raziskave prometa me-
$i¢kov v nevronih in nenavadno je, da ga je
Nobelova komisija spregledala, se posebej,
ker ti toksini delujejo predvsem na nevrone.

V nevronih je mehanizem za hitro
odzivanje mesickov, ki skladis¢ijo zivéne
prenasalce, na porast Ca’'v citoplazmi
Promet mesickov v nevronu je pritegnil za-
nimanje Thomasa Stdhofa. Predvsem zato,
ker se v Ziv€evju prek kemi¢ne sinapse (stik
med dvema nevronoma) prenasa informaci-
ja z minimalno zakasnitvijo. V tem procesu
se iz presinapti¢nega koncica izlo¢ijo Zivéni
prenasalci (nevrotransmiterji), ki so skladi-
$¢eni v mesickih in z difuzijo preidejo do
postsinapti¢ne celice, kjer se vzdrazenje na-
daljuje po sosednjem nevronu. Pri izlo¢anju
zivénih prenasalcev sodelujejo molekule, ki
so jih odkrili v laboratorijih R. Schekma-
na in J. Rothmana. Ni pa bilo znano, katere
molekule v presinapti¢nem konéi¢u zazna-
jo zviSanje citosolne aktivnosti ionov Ca2+,
drazljaja, ki sprozi komunikacijo med dve-
ma zivénima celicama prek kemicne sinap-
se. Thomas Stidhof je torej iskal proteine,
ki v odvisnosti od Ca?* uravnavajo izlo¢anje

zivénih prenasalcev iz mesickov. Poleg kom-
pleksina je odkril protein sinaptotagmin,
ki je na mesickih in veze Ca®*. Ob vezavi
Ca”" na sinaptotagmin se verjetno spremeni
konformacija proteinov SNARE v zadrgi in
kompleksin se sprosti iz kompleksa SNA-
RE. To pa naj bi omogocilo (neposrednega
dokaza $e nimamo), da se membrana mesic-
kov, ki so prek kompleksa SNARE sidrani
na plazmalemi, zlije s plazmalemo. Nastane
fuzijska pora, ozek kanal, skozi katerega se
izlo¢ijo molekule Zivénih prenasalcev v zu-
najceli¢ni prostor. Te raziskave so pokazale
sklopljenost procesov uravnavane eksocitoze
v Casu in prostoru in kako se vsebina mesic-
kov sprosti na drazljaj.

V primerjavi z nevroni je uravnavana
eksocitoza v astrocitih zelo pocasen
proces

Kako je delo v nasih laboratorjih povezano
z razumevanjem celi¢nega prometa mesick-
ov? Poleg nevronov imamo v mozganih Se
kar nekaj drugih celi¢nih tipov. Mednje so-
dijo astrociti, najStevilénejse celice nevrogli-
je. V nekaterih predelih mozganov je astro-
citov celo ve¢ kot nevronov. A vec kot sto
let je veljalo, da so te celice glije le pasivna
podpora nevronom. V zadnjih dveh desetle-
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tjith se je ta tako imenovani nevrocentri¢ni
pogled na delovanje mozganov nekoliko
spremenil. Rezultati poskusov so pokazali,
da astrociti dejavno sodelujejo pri prenasa-
nju signalov v mozganih. Pri tem tako kot
nevroni uporabljajo mesicke za sporazume-
vanje med celicami. Ti mesicki vsebujejo
kemic¢ne prenasalce — glijotransmiterje. Na
drazljaj, povecano citosolno aktivnost Ca2+,
se astrociti odzovejo tudi tako, da vsebina
mesickov izstopi v zunajceli¢ni prostor v bli-
Zino kemicne sinapse. S tem astrocit vpliva
na prenos informacije prek sinapse nevronov.
Astrociti predstavljajo tretjo enoto sinapse,
ki ji pravimo tripartitna sinapsa (slika 4). V
nasem laboratoriju smo primerjali odzivnost
procesa uravnavane eksocitoze v nevronih in
v astrocitih. V uravnavani eksocitozi pride
do zlitja membrane mesicka s plazmalemo,
zato se povr§ina plazmaleme poveca. Slika

Slika 4: Tripartitna sinapsa.
Povzeto iz Allen, N. J,

in Barres, B. A., 2009:
Neuroscience: Glia —

more than just brain glue.
Nature, 457 675-677.
Astrocyte process — odstavek
astrocita; Neuron - nevron;
Substance release - izlocanje
substanc; Calcium rise

- porast aktivnosti Ca?*

v citoplazmi; Presynaptic
terminal - presinapticni
koncic; Postsynaptic terminal -
postsinapticni koncic.

5 prikazuje dinamiko povecanja membran-
ske kapacitete - parametra, ki je sorazmeren
povrsini plazmaleme - v nevronu in v astro-
citu. Poskusi kazejo, da je v nevronu pove-
¢anje povrsine plazmaleme, ki jo sprozimo
s fotolitiénim razpadom molekul, ki imajo
vklenjen Ca2+, vel kot velikostni razred hi-
trejde kot v astrocitih (Kreft in sod., 2004).
Elektrofiziolodko metodo za te meritve (Ri-
tuper in sod., 2013) smo razvili v Sloveniji
neodvisno od drugih laboratorijev po svetu.
Pocasnost uravnavane eksocitoze v astrocitih
kaze, da te celice sodelujejo pri pocasnem
signaliziranju v mozganih. Zakaj pa je urav-
navana eksocitoza v astrocitih tako zelo po-
¢asna, $e ni znano. Eden od procesov, ki k
temu prispeva, je promet mesi¢kov v astro-
citih do mesta zlitja s taréno membrano.
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Uravnavanje mobilnosti mesickov v
astrocitih v normalnih in bolezenskih
stanjih

Prva opazovanja fluorescenéno oznacenih
mesickov pod mikroskopom so razkrila, da
so ti zelo mobilni (Stenovec in sod., 2007,
Potokar in sod., 2007). Da bi opredelili la-
stnosti njihovega transporta, je bilo treba
najprej razviti metodologijo za spremljanje
premikajocih se delov mikroskopske sli-
ke. Slika 6 kaze tockasto fluorescenco, ki
predstavlja fluorescen¢no oznacene peptidne
mesicke v astrocitih. Za spremljanje polo-
zaja teh struktur v ¢asu se na vsako piko

Slika 5: Dinamika porasta membranske kapacitete v
nevronu in v astrocitu. Porast povrsine plazmaleme
(membranske kapacitete) v nevronu (a), ki jo sproZimo
s fotoliticnim razpadom molekul, ki imajo vklenjen
ca’* je vec kot velikostni razred hitrej$a kot v
astrocitih (b).

Prirejeno po: Kreft in sod., 2003, J. Neurophysiol., Kreft in
sod., 2004, Glia.

Slika 6: Trajektorije poti, ki so jih opravili posamezni
meSicki v 30 sekundah. S Stevilkama 2 in 3 sta
oznacena mesicka, ki imata usmerjeno mobilnost.
Mesicka z oznakama 1 in 4 pa sta primera
neusmerjene mobilnosti.

Prirejeno po: Potokar in sod., 2005, BBRC.

prilagodi dvodimenzinalno Gaussovo
krivuljo, katere vrh dolo¢a koordinate
x in y v ravnini in v Casu. Na sliki
6 so vidne trajektorije — potovanja -
mesickov v ¢asu 30 sekund. Nekateri
mes$ic¢ki opravijo v ¢asu opazovanja
razmeroma velik odmik od mesta za-
Cetka opazovanja (mesicka 2 in 3), to
so tako imenovani mes$i¢ki z usmer-
jeno mobilnostjo. Drugi mesicki pa
se zadrzujejo v blizini izhodis¢a opazova-
nja (mesicka z oznako 1 in 4) — mobilnost
mesickov je torej neusmerjena. Usmerjeno
mobilnost zrcali potovanje mesi¢kov vzdolz
citoskeletnih vlaken (Potokar in sod., 2007).
Ce astrocite spodbujamo, da se v njih po-
veca citosolna aktivnost Ca2+, se nekaterim
mesickom (vsebujejo glijotransmiter gluta-
mat) poveca mobilnost in ve¢ takinih mesic-
kov kaze usmerjeno mobilnost (Stenovec in
sod., 2007). Nekaterim mesickom (vsebujejo
peptide in ATP) pa se mobilnost po spod-

bujanju moéno zmanjsa (Potokar in sod.,
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2007). V patologkih razmerah se v astrocitih
zgodijo spremembe in med drugim zacnejo
Cezmerno izrazati posebno obliko citoskele-
ta — intermedijarne filamente. Zaradi teh se
tudi mobilnost mesickov mo¢no spremeni,
kar dolo¢i spremenjeno odzivnost astrocitov
na bolezensko spremenjeno okolje. Slika 7
prikazuje mesicke, ki so v astrocitih le, ¢e se
v okoliskem mozganskem tkivu pojavi cito-
kin interferon-y. Ta pa se pojavi pri vnetjih
v mozganih. Astrociti v tak$nih razmerah
zalnejo izrazati molekule MHC II (an-
glesko Major Histocompatibility Complex

class II molecules), ki so potrebne za anti-

Slika 7: Astrociti postanejo
antigen predstavitvene
celice v patoloskih
procesih, v prisotnosti
citokina IFN-Y izraZajo
proteine skupine MHC Il
(merilo: 10 mikrometrov;
prirejeno po: Vardjan in sod.,
2012, ]. Neuroinflamm.).

gen, predstavitvene procese, znacilne pred-
vsem za imunski sistem. Ta vloga astro-
citov v normalnih razmerah ni izrazena.
Mesicki, ki tovorijo molekule MHC 1II, pa
postanejo bolj mobilni zaradi povecanega
izrazanja intermedijarnih citoskeletnih fi-
lamentov (Vardjan in sod., 2012, Guéek in
sod., 2012). Taksne spremembe astrocitov bi
veljalo farmakolosko obvladati, tako da bi
potek sprememb astrocitov v bolezni zavrli.
V zadnjem ¢asu napredujejo napori, da bi
za zdravljenje nevroloskih bolezni uporabili
zdravila, ki selektivno delujejo le na astroci-
te, ki so odzivni in tudi prispevajo k poteku
bolezni. Prvo od takih zdravil, ki verjetno
deluje prek astrocitov, je oralno zdravilo za
zdravljenje pogoste oblike multiple skleroze
- Fingolimod (Gilenya, Novartis) -, ¢eprav
izdelovalec tega zdravila navaja drugacen
mehanizem delovanja.

Dinamika prometa mesic¢kov v astrocitih
se ujema z razpolozljivostjo presnovkov za
nastanek glijotransmiterjev

Astrociti so edine celice v mozganih, ki
skladis¢ijo zaloge energije v obliki gliko-
gena. Iz glikogena prek glukoze nastaneta
dva pomembna glijotransmiterja, ki se tudi

Slika 8: Casovni porast citosolne koncentracije sekundamega
prenasalca cAMP in glukoze po dodatku noradrenalina. V
bolezenskih stanjih zmoZnost astrocitov, da tvorijo zadostne
kolicine glukoze za sintezo gliotransmiterjev, lahko upade
(diagram spodaj; ¢ri krogi — miske divji tip, beli krogi —
miske z intelektualno manjzmoznostjo)
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skladis¢ita v mesickih (ATP in glutamat).
Polnjenje mesickov s tema glijotransmiter-
jema bi lahko opredelilo pocasno sporazu-
mevanje astrocitov z okoliskimi celicami.
Da bi dolo¢ili razpolozljivost glukoze, iz
katere nastaneta glutamat in ATP (poleg
vloge skladis¢enja kemicne energije je ATP
tudi pomemben glijotransmiter), smo merili
spremembe citosolne koncentracije glukoze
v astrocitih. Zivéni prenasalec noradrenalin
prek znotrajceli¢nega porasta sekundarnega
prenasalca ciklicnega adenozin monofosfata
(cAMP) povzro¢i zvisanje citosolne kon-
centracije glukoze v obdobju dobre minute
(Kreft in sod., 2013), kar se ujema z odziv-
nostjo uravnavane eksocitoze astrocitov. Ta
proces bi lahko dolo¢al pocasnost sporazu-
mevanja astrocita z okoliskimi celicami. Sli-
ka 8 prikazuje ¢asovni porast koncentracije
sekundarnega prenasalca cAMP, pod njim
pa je prikazan zakasnjeni porast citosolne
koncentracije glukoze. Predvidevamo, da v

Slovarcek:

Nevron. Zivéna celica z vsemi svojimi izrastki (Slovar
slovenskega knjiznega jezika), celica v Zivéevju s
perikarionom, dendriti in nevritom, ki sprejema, prevaja in
predeluje vzburjenje (Medicinski terminoloski slovar).
Nevrotransmiter. Spojina, ki se sintetizira v presinapticnem
nevronu, hrani v sinapticnih mesickih, se sprosti ob
vzburjenju Zivénega koncica, z difuzijo prek sinapse
doseZe postsinapticno membrano, kjer po vezavi na
receptor spodbuja (stimulira) ali zavira (inhibira) delovanje
postsinapticne celice (Medicinski terminoloski slovar).
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Nova spoznanja o mehanizmih bolezni
Odkritja treh Nobelovih nagrajencev so
omogocila boljse razumevanje univerzalnih
procesov na ravni celi¢ne fiziologije evkari-
ontov. Celi¢ni promet mesic¢kov, ki pomeni
pomemben temelj za sporazumevanje med
celicami, je s podelitvijo Nobelove nagrade
za fiziologijo ali medicino v letu 2013 pri-
dobil na »tezi«, ki jo pri razumevanju de-
lovanja celice tudi zasluzi. S tem so nastali
novi vzvodi za razumevanje mehanizmov
delovanja tudi tako kompleksnega tkiva, kot
so mozgani. Ni nemogoce, da bodo zdaj
lahko odkrili tudi motnje, ki so razlog za
nekatera nevroloska obolenja, s tem pa tudi
nove moznosti za njihovo zdravljenje.
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