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2+
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1 UVOD 

Astrociti so heterogene celice glije v osrednjem živčnem sistemu sesalcev, ki zagotavljajo 

presnovno in trofično podporo nevronom. Motnje in/ali odpovedi astrocitnih funkcij lahko 

vodijo do nastanka nevrodegenerativnih bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen (AB), za 

katero je značilen propad nevronov v časovnem obdobju več let. Alzheimerjeva bolezen je 

napredujoča, nepovratna in usodna bolezen, ki prizadene kognitivne zmogljivosti človeka. 

Ključni histopatološki znaki AB so fokalni zunajcelični depoziti -amiloida (A) v 

možganovini poimenovani amiloidni plaki ali senilne lehe in kopičenje nevrofibrilarnih 

pentelj iz hiperfosforiliranega proteina tau v nevronih (Selkoe, 2001). AB je večinoma 

sporadična in se pojavi v pozni starosti (>65 let), v maloštevilnih primeri pa lahko nastopi 

zgodaj in je gensko podedovana (t. i. familiarna AB). V 40 % znanih primerov so našli 

mutirane gene za presenilin 1 (PS1) in presenilin 2 (PS2) (Tandon in Fraser, 2002).  

Presenilini so splošno izraženi proteini, vsajeni v membrano endoplazemskega retikuluma 

(ER) in Golgijevega aparata, in tvorijo katalitično podenoto γ-sekretaze, ki cepi amiloidni 

prekurzorski protein v -amiloid. Mutacije presenilinov spremenijo procesiranje 

amiloidnega prekurzorskega proteina na eni in kalcijevo signalizacijo celic na drugi strani 

(Smith in sod., 2005), saj so holoproteini presenilinov tudi pasivni kalcijevi kanali v 

membranah ER (Tu in sod., 2006).  

 

Citosolni Ca
2+

 v astrocitih so-uravnava številne funkcije, kot so mitogeni odziv celic na 

rastne faktorje (bradikinin, S100β), odziv na živčne prenašalce (glutamat in ATP), 

izražanje genov, mobilnost sekrecijskih mešičkov (Stenovec in sod., 2014) in izločanje 

prenašalcev glije (glutamat, ATP, D-serin in sekrecijski peptidi) (Parpura in Zorec, 2010; 

Guček in sod., 2012). Še več, znotrajcelični kalcijevi valovi v astrocitih lahko modulirajo 

aktivnost nevronov in vplivajo na njihovo preživetje (Mattson in Chan, 2003). 

 

V nalogi smo raziskali vpliv mutiranega presenilina 1 (PS1ΔE9) na učinkovitost 

znotrajceličnega transporta astrocitnih mešičkov v mirovanju in po draženju celic ter 

ocenili spremembe v jakosti izzvanega sekrecijskega odziva astrocitov podgane v kulturi. 

Naš namen je bil opraviti funkcionalno karakterizacijo sekrecijskih mešičkov astrocitov, 

ugotoviti vpliv izražanja PS1ΔE9 na mobilnost ter izzvano eksocitotsko/sekrecijsko 

aktivnost mešičkov s prenašalci glije.  

Glede na zastavljene delovne hipoteze pričakujemo, da bomo z rezultati raziskave 

prispevali k boljšemu razumevanje vpliva mutacije PS1ΔE9, ki jo povezujejo z zgodnjim 

nastopom familiarnega tipa Alzheimerjeve bolezni, na mobilnost in sekrecijsko aktivnost 

peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov v astrocitih. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 ASTROCITI 

Astrociti so specializirane celice glije, ki so-uravnavanjo delovanje osrednjega živčnega 

sistema (CŽS) (Parpura in sod., 1995; Haydon, 2001; Christopherson, 2005), iz 

zunajceličnega okolja privzemajo in vanj izločajo različne snovi, ki vplivajo na fiziologijo 

nevronov in na prenos živčnih signalov (Martin, 1992; Parpura in sod., 1995; Haydon, 

2001; Nedergaard in sod., 2003). Razumevanje mehanizmov komunikacije med astrociti in 

sosednjimi celicami, zlasti nevroni, je ključnega pomena za razumevanje delovanja 

možganov. 

2.1.1 Glavne značilnosti in funkcije astrocitov 

Astrociti v CŽS sesalcev so po številu primerljivi z nevroni in so ključnega pomena za 

normalno delovanje CŽS in igrajo vlogo v sinaptičnem prenosu ter dvosmerni 

komunikaciji z nevroni (Sofroniew in Vinters, 2010). So izrazito heterogene celice z 

zvezdasto obliko. Glede na anatomsko lokacijo in celično morfologijo jih delimo na 

protoplazemske, ki imajo številne kratke, debele in zelo razvejane izrastke ter zapolnjujejo 

sivino CŽS in fibrilarne astrocite, ki imajo daljše, vlaknaste in manj razvejane izrastke ter 

zapolnjujejo belino CŽS (Cajal, 1909). Skupaj z nevroni in drugimi celicami glije tvorijo 

presledkovne stike, obdajajo sinapse in Ranvierove zažemke (Peters in sod., 1991).  

Astrociti z izrastki obdajajo možganske žile in skupaj z endotelijskimi celicami, bazalno 

lamino in perivaskularnimi periciti sooblikujejo t.i. krvno-možgansko bariero (Abbott in 

sod., 2006; Ballabh in sod., 2004). Z izločanjem prostaglandinov, dušikovega monoksida 

in arahidonske kisline sodelujejo pri uravnavanju lokalnega pretoka krvi v CŽS (Gordon in 

sod., 2007; Iadecola in Nedergaard, 2007). Perisinaptični astrociti uravnavajo ionsko 

ravnovesje, pH, homeostazo živčnih prenašalcev in vode (preko akvaporina 4) (Seifert in 

sod., 2006; Simard in Nedergaard, 2004; Zador in sod., 2009). V sinaptičnem prenosu 

sodelujejo z izločanjem prenašalcev glije, kot so glutamat, purini (ATP in adenozin), 

GABA in D-serin, ki se sprostijo iz astrocitov zaradi povečanja [Ca
2+

]i in lahko vplivajo na 

vzdražnost nevronov (Halassa in sod., 2007; Nedergaard in sod., 2003; Perea in sod., 2009; 

Shigetomi in sod., 2008). Tovrstna spoznanja o vlogi astrocitov so vodila do oblikovanja 

hipoteze o t. i. tripartitni sinapsi, v kateri je poleg pre- in postsinaptičnega nevrona 

soudeležen tudi perisinaptični astrocit (Araque in sod., 1999; Halassa in sod., 2007; Perea 

in sod., 2009).  

Astrociti v obliki glikogena skladiščijo glukozo, ki jo privzamejo iz krvnega obtoka, 

izločajo lahko laktat, ki ga privzamejo nevroni ter odstranjujejo produkte presnove iz 

beline in sivine možganov (Peters in sod., 1991; Phelps, 1972). So ključnega pomena za 

vzdrževanje homeostaze živčnih prenašalcev. Iz sinaptičnega prostora odstranjujejo 

glutamat in preprečijo njegovo nevrotoksičnost tako, da ga s pomočjo glutaminske 

sintetaze pretvarjajo v netoksični glutamin (Martinez-Hernandez in sod., 1977).  
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2.2 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN IN PRESENILINI 

2.2.1 Alzheimerjeva bolezen 

Alzheimerjeva bolezen (AB) je napredujoča, nepovratna in usodna nevrodegenerativna 

bolezen, ki prizadene kognitivne zmogljivosti človeka; je najpogostejši vzrok demence pri 

odraslih (Selkoe, 2001). Klinične značilnosti Alzheimerjeve bolezni obsegajo upad 

spomina, predvsem kratkoročnega in delovnega, apatijo, depresijo, omejeno razsodnost, 

dezorientacijo, zmedenost, pogoste spremembe v razpoloženju in otežen govor, požiranje 

ter hojo. Ključni patološki znaki AB so obsežna nevrodegeneracija medianega 

temporalnega režnja (predvsem hipokampusa), parietalnega režnja, določenih predelov 

sprednjega režnja in cingulatnega girusa (Giannakopoulus in sod., 2009; Wenk, 2003); v 

možganovini so značilni fokalni zunajcelični depoziti -amiloida poimenovani amiloidni 

plaki ali senilne lehe in kopičenje nevrofibrilarnih pentelj iz hiperfosforiliranega proteina 

tau v nevronih (Selkoe, 2001).  

Degeneracija in zmanjšanje števila sinaps nastopita pred propadom nevronov (DeKosky in 

Scheff, 1990; Scheff in sod., 1991) in sta pričakovano povezana z usihanjem umskih 

sposobnosti človeka. Nevrodegeneracija domnevno poteka postopoma in demenca verjetno 

odraža le končni stadij nakopičenih patoloških sprememb, ki se lahko začnejo pojavljati 

celo desetletje (ali več) pred nastopom kliničnih znakov (Jack in sod., 2010). Po trenutno 

uveljavljenem mnenju strokovnjakov, nevrodegeneracija odraža specifične okvare 

nevronov. Alternativno lahko nastopi z odpovedjo astroglije, ki je ključnega pomena za 

vzdrževanje homeostaze v možganih (celične, mikroarhitekturne, vaskularne, presnovne, 

živčnih prenašalcev, ionske) (Terry, 2000; Giaume in sod., 2007; Kano in Hashimoto, 

2009; Heneka in sod., 2010; Nedergaard in sod., 2010).  

Brookmeyer in sod. (2007) navajajo, da za Alzheimerjevo boleznijo v svetovnem merilu 

boleha 27 milijonov ljudi. Zdravila oziroma terapije, ki bi bolezen uspešno ozdravila ali 

upočasnila njeno napredovanje, trenutno še ne poznamo, zato napovedujejo, da se bo 

število obolelih za AB do leta 2050 početverilo. 

Večina primerov AB je sporadičnih in se pojavi v pozni starosti (nad 60 let). V 

maloštevilnih primerih lahko bolezen nastopi zgodaj in je genetsko podedovana, t.i. 

familiarna AB (FAB). V 40 % znanih primerov FAB so našli mutirane gene za presenilin 1 

(PS1) in presenilin 2 (PS2) (Tandon in Fraser, 2002).  

2.2.2 Presenilini 

Presenilini so evolucijsko ohranjeni transmembranski proteini, ki spadajo v družino 

aspartatnih proteaz in so udeleženi pri uravnavani intramembranski proteolizi (angl. 

»regulated intramembrane proteolysis«, RIP), mehanizmu cepitve peptidnih vezi v 

proteinih znotraj lipidnega dvosloja (Brown in sod., 2000; Urban in sod., 2002). Vpleteni 

so tudi v uravnavanje -kateninov, signalno transdukcijo, adhezijo celic, transport 
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proteinov, apoptozo, sinaptično plastičnost, fosforilacijo proteina tau in homeostazo kalcija 

(Hass in sod., 2009).  

PS1 in PS2 sesalcev sta zelo podobna proteina, katerih gena sta zapisana na 14. (14q24.3) 

in 1. kromosomu (1q42.2) (De Strooper in sod., 2012). mRNA obeh genov sestavlja 10 

eksonov, ki so podvrženi tkivno specifičnemu alternativnemu izrezovanju (Tandon in 

Fraser, 2002). Do danes so identificirali preko 180 različnih drugačnosmiselnih mutacij 

(angl. »missense mutations«) v genu za PS1 in 20 mutacij v genu za PS2, ki lahko vodijo v 

pojav FAB (Bezprozvanny, 2013).  

Presenilini sesalcev so holoproteini z molekulsko maso 50 kDa, polipeptidna veriga 

domnevno devetkrat prehaja membrano endoplazemskega retikuluma (ER) (Laudon in 

sod., 2005). Po sintezi so podvrženi endoproteolizi v znotrajcelični zanki med šestim in 

sedmim transmembranskim segmentom; nastaneta 30 kDa N-terminalni fragment 

usmerjen v citosol in 20 kDa C-terminalni fragment usmerjen v lumen ER, oba ostaneta 

povezana kot heterodimer (De Strooper in sod., 2012).  

 

Slika 1: Shematski prikaz presenilina 1 (PS1) sesalcev (Povzeto in prirejeno po Honarnejad in Herms, 

2012: 1984). Holoprotein PS1 v membrani ER domnevno tvori 9 transmembranskih (TM1-9) območij. 

Polipeptidna veriga PS1 je podvržena endoproteolizi v predelu znotrajcelične zanke med segmentoma TM6 

in TM7, tako, da nastaneta N- in C-terminalni fragment. 

Skupaj z nikastrinom, Aph-1 (angl. »anterior pharynx defective 1«) in Pen-2 (angl. 

»presenilins enhancer 2«) tvorita multimerni kompleks z γ-sekretazno aktivnostjo, ki se 

prenese do površine celice in endosomalnih struktur za cepitev transmembranskih 

proteinov tipa I, kot so Notch in amiloidni prekurzorski protein (APP). γ-sekretaza cepi 

APP do -amiloida (A), ki v možganih AB tvori amiloidne plake. Skladno z vlogo 

presenilinov kot katalitično podenoto γ-sekretaze lahko zaključimo (De Strooper in sod., 

1998; Wolfe in sod., 1999), da FAB mutacije v genih za preseniline vplivajo na 

procesiranje APP (Tu in sod., 2006). Spremenjeno proteolitično procesiranje -

amiloidnega prekurzorskega proteina  privede do povečanega kopičenja hidrofobnega -

amiloida z 42 aminokislinskimi ostanki, ki ima večjo težnjo h agregaciji in je v primerjavi 

s krajšim, 40 aminokislinskim -amiloidom, tudi bolj toksičen (Mattson, 1997).  
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Mutant presenilina 1 (PS1ΔE9), na katerega smo se omejili v našem delu, je posledica 

insercije 18 nukleotidov v intronu 8 (TGGAATTTTGTGCTGTTG), ki privede do izgube 

prepisa eksona 9. PS1ΔE9 v transgeni miši (Lee in sod., 1996) ni podvržen 

endoproteolitičnemu procesiranju, prav tako ne v celicah v kulturi (Thinakaran in sod., 

1996).  

Tu in sod. (2006) so mnenja, da lahko presenilini kot holoproteini v membranah ER tvorijo 

pasivne Ca
2+

 kanale, zato mutacije FAB presenilinov vplivajo na prevodnost kalcijevih 

ionov. S poskusi na planarnih lipidnih membranah so dokazali, da je mutant FAB PS1ΔE9 

kanal z veliko prevodnostjo za dvovalentne ione (večjo od prevodnosti divjega tipa PS1), 

kar nakazuje, da je mutant PS1ΔE9 bolj prepusten kalcijev kanal. Povečano puščanje Ca
2+

 

zaradi mutiranega presenilina je skladno z izmerjeno povečano bazalno [Ca
2+

]i v 

transfeciranih nevroblastomskih celicah SH-SY5Y (Cedazo-Minguez in sod., 2002).  

2.3 KALCIJEVA VZDRAŽNOST V ASTROCITIH IN VPLETENOST PRESENILINOV 

Astrociti so električno nevzdražne celice, t.j. ne prožijo akcijskih potencialov kot nevroni, 

čeprav na površini izražajo kalijeve in natrijeve kanale (Seifert in sod., 2006). Astrociti se 

na fiziološke dražljaje odzivajo s prehodnim povečanjem znotrajcelične koncentracije 

prostih kalcijevih ionov ([Ca
2+

]i), t.j. imajo vzdražen citosol; povečana [Ca
2+

]i lahko sproži 

uravnavano eksocitozo prenašalcev glije. Kalcijeva vzdražnost se preko presledkovnih 

stikov (angl. »gap junctions«), ki jih tvorijo koneksini (angl. »connexins«) razširi tudi na 

sosednje astrocite. Na prehodno povečanje [Ca
2+

]i lahko vplivajo tudi nevroni z izločanjem 

živčnih prenašalcev (glutamata in purinov) (Halasa in sod., 2007; Nedergaard in sod., 

2003; Perea in sod., 2009; Shigetomi in sod., 2008; Volterra in Meldolesi, 2005) . 

Glavni rezervoar znotrajceličnega Ca
2+

 v astrocitih je endoplazemski retikulum (ER); 

koncentracija kalcija v lumnu ER je 0,2-1,0 mM, v citosolu astrocita v mirovanju pa 50-

100 nM (Parpura in Verkhratsky, 2012a).  

Astrociti na površini izražajo številne receptorje, med drugimi z G-proteini sklopljene 

receptorje z visoko afiniteto (angl. »high affinity G protein-coupled receptors«, GPCR) 

(Agulhon in sod., 2008; Parpura in Verkhratsky, 2012b; Zorec in sod., 2012). G-proteini se 

med seboj razlikujejo po podenotah, ki ob aktivaciji omogočijo različne celične odzive. 

Aktivacija Gq podenote aktivira fosfolipazo C (PLC), ki hidrolizira fosfoinozitol difosfat 

(PIP2) do diacil glicerola (DAG) in inozitol trifosfata (IP3) (Kreft in sod., 2016). Kalcijevi 

ioni se izločajo iz ER skozi inozitol-1,4,5-trifosfatne (IP3)- in/ali rianodinske receptorje 

(Golovina in Blaustein, 1997). Vezava IP3 na IP3 receptorje v membrani ER (Hua in sod., 

2004) ali celo na sekrecijskih mešičkih (Hur in sod., 2010) omogoči sproščanje Ca
2+

 iz 

znotrajceličnih zalog in povečanje [Ca
2+

]i (Kreft in sod., 2016). Ca
2+

 vstopajo v lumen ER 

skozi črpalko SERCA (angl. »sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase«) 

(Honarnejad in Herms, 2012). K povečanju [Ca
2+

]i lahko prispevajo tudi mitohondriji. Ca
2+

 

lahko vstopi v astrocit iz zunajceličnega prostora (Parpura in sod., 2011) skozi napetostno 
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odvisne Ca
2+

-kanale (MacVicar in sod., 1984; Parri in Crunelli, 2001; Latour in sod., 

2003), ionotropne receptorje (Lalo in sod., 2011), Na
+
/Ca

2+
 izmenjevalec NCX (Reyes in 

sod., 2012) in skozi kompleks, ki se aktivira ob nizkih koncentracijah Ca
2+

 v ER (angl. 

»store-operated calcium channels«, SOCC), kjer so ključnega pomena zlasti kanali TRP 

(angl. »transient receptor potential«) (Malarkey in sod., 2008).  

Kompleksna kalcijeva signalizacija v astrocitih lahko vpliva na transport mešičkov in/ali 

sekrecijo prenašalcev glije (Stenovec in sod., 2014). 

Odkar so preseniline povezali s pojavom Alzheimerjeve bolezni, so le-ti srž številnih 

raziskovalnih naporov (Supnet in Bezprozvanny, 2011). Okvare v PS1 vodijo v 

spremenjeno znotrajcelično kalcijevo signalizacijo (Ito in sod., 1994). V novejših 

raziskavah so mutacije PS1 povezali s pridobljeno funkcijo aktivacije IP3 kanalov in 

posledično povečanim sproščanjem kalcija iz ER (Cheung in sod., 2010). Povečano 

izražanje rianodinskih receptorjev, ki posreduje povečano sproščanje kalcijevih ionov, so 

ugotovili tudi v možganih transgenih miši z mutacijo v genu za PS1 (Stutzmann in sod., 

2006). Poleg tega PS1 deluje tudi kot pasivni kanal v membrani ER prepusten za Ca
2+

; 

nekatere mutacije v holoproteinu PS1 pa naj bi puščanje onemogočile in povzročile 

prebitek Ca
2+

 v lumnu ER ter obsežno aktivacijo IP3 receptorjev (Supnet in Bezprozvanny, 

2011).  

 

Slika 2: Uravnavanje Ca
2+

 homeostaze v normalnih astrocitih (fiziološko) in astrocitih z mutiranim 

presenilinom (patološko stanje) (Povzeto in prirejeno po Honarnejad in Herms, 2012: 1984). Koncentracija 

kalcija v ER je približno 1000-krat večja v primerjavi s citosolno koncentracijo. Mutacije v presenilinih, ki 

jih povezujejo z FAB (spodnja polovica slike), potencirajo sproščanje Ca
2+

 skozi IP3 receptorje (IP3R) in 

rianodinske receptorje (RyR), povečajo izražanje RyR in aktivnost fosfolipaze C (PLC) ter sintezo IP3. 

Ojačajo tudi delovanje črpalke SERCA in zmanjšajo kapacitivni vstop kalcija preko SOCC. Zgornja polovica 

slike prikazuje običajno fiziološko uravnavanje Ca
2+

, kjer lahko presenilinski holoproteini delujejo kot 
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pasivni kalcijevi kanali. Večina FAB mutacij v presenilinih vodi v izgubo te funkcije. Smer in velikost puščic 

ustrezata smeri in količini mobilizacije Ca
2+

. 

2.4 SEKRECIJSKI MEŠIČKI IN URAVNAVANA EKSOCITOZA V ASTROCITIH 

2.4.1 Eksocitoza  

Eksocitoza je kompleksen, mnogostopenjski proces, med katerim se membrana mešička 

zlije s plazmalemo; snovi vskladiščene v svetlini mešička se nato lahko difuzijsko izločijo 

v zunajcelični prostor (Vardjan in sod., 2010; Spang in sod., 2015). Učinkovitost 

eksocitoze temelji na usmerjenem transportu mešičkov do plazmaleme in njihovem zlitju z 

njo (Verkhratsky in sod., 2015b). Eksocitoza je ključnega pomena za medcelično 

komunikacijo in izmenjavo snovi v večini evkariontskih celic. Uravnavajo jo prosti Ca
2+

 v 

citosolu; poteka v mirovanju (t.i. konstitutivna eksocitoza) ali kot odziv celice na draženje 

(t.i. uravnavana eksocitoza) (Kasai in sod., 2012). 

Uravnavana eksocitoza v nevronih je ključnega pomena za sproščanje živčnih prenašalcev 

v kemičnih sinapsah. Zlivanje mešičkov s plazmalemo omogoča evolucijsko ohranjen 

kompleks proteinov SNARE (angl. »soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 

protein receptor«) (Sollner in sod., 1993). Eksocitoza v astrocitih se od eksocitoze v 

nevronih razlikuje glede na prostorsko ureditev, kinetiko in molekulske mehanizme 

(Verkhratsky in sod., 2015b). Astrocitni kompleks SNARE tako sestavljajo sinaptobrevin 2 

v membrani mešička in sintaksin 1 ter SNAP-23 v plazmalemi (Verkhratsky in sod., 

2015b).  

2.4.2 Citoskelet 

Citoskelet in motorni proteini so ključnega pomena za znotrajcelični transport organelov v 

evkariontskih celicah (Chang in Goldman, 2004). Hiter transport znotrajceličnih mešičkov 

omogočajo motorni proteini in omrežje mikrotubulov ter aktinskih filamentov (Buss in 

sod., 2004). Tako v nevronih (Grafstein in Forman, 1980; Squire in sod., 2003) kot v 

astrocitih (Potokar in sod., 2005; Potokar in sod., 2007) je transport vzdolž mikrotubulov 

razmeroma hiter. Citoskelet v astrocitih sooblikujejo tudi intermediarni filamenti, ki za 

razliko od mikrotubulov in aktinskih filamentov, nimajo encimske aktivnosti, njihova 

vloga v astrocitnem transportu v celoti še ni pojasnjena (Chang in Goldman, 2004; 

Eliasson in sod., 1999; Pekny in Pekna, 2004). Vzdrževali naj bi predvsem mehansko 

stabilnost in obliko celice ter zagotavljali ogrodje za porazdelitev citoplazme in organelov 

(Eriksson in sod., 2004). 

 

Poleg kinezinov in dineinov (molekulski motorji), ki prenašajo tovor vzdolž mikrotubulov, 

lahko najdemo v astrocitih sesalcev tudi različne miozine (izotipe I, II, V in VI), ki 

prenašajo tovor vzdolž aktinskih filamentov (Phelps in sod., 2003).  
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Presenilini interagirajo z mikrotubuli in mikrofilamenti, zato lahko mutacije v genih za 

PS1 v primeru FAB povzročijo motnje v potovanju sekrecijskih mešičkov zaradi 

destabilizacije omrežja citoskeleta (Pigino in sod., 2001).  

 

V astrocitih so opazili dva temeljna tipa mobilnosti mešičkov (Potokar in sod., 2005): 

neusmerjeno, ki najverjetneje odraža prosto difuzijo in usmerjeno, ki poteka s pomočjo 

molekulskih motorjev ob elementih citoskeleta (Tvarusko in sod., 1999). Vpogled v 

transport astrocitnih mešičkov je odprl nov pogled na vlogo astrocitov v delovanju 

možganov (Potokar in sod., 2013). Astrociti komunicirajo s sosednjimi celicami s pomočjo 

eksocitotskega sproščanja prenašalcev glije iz posameznih mešičkov (Guček in sod., 2012; 

Parpura in Zorec, 2010). Učinkovitost astrocitne komunikacije temelji na neokrnjenem 

znotrajceličnem transportu sekrecijskih mešičkov, ki zagotavlja dostavo materiala, 

vskladiščenega v svetlini ali v membrani mešičkov, do plazmaleme (Vardjan in sod., 

2012).  

V posmrtnem človeškem tkivu obolelih za AB so našli hipertrofirane astrocite in pogosto 

povečano raven GFAP (angl. »glial fibrillary acidic protein«), eno od komponent 

intermediarnih filamentov, in S100, protein ki veže Ca
2+

 (Beach in McGeer, 1988; Griffin 

in sod., 1989; Mrak in Griffin, 2005; Nagele in sod., 2004; Verkhratsky in sod., 2015a). V 

živalskem modelu familiarne AB so poleg hipertrofije opazili tudi atrofijo astrocitov v 

hipokampusu in prefrontalni ter entorinalni skorji (Kulijewicz-Nawrot in sod., 2012; 

Olabarria in sod., 2010, 2011; Yeh in sod., 2011); spremembi sta nastopili pred pojavom 

senilnih plakov, entorinalna skorja je prva podvržena spremembam v AB (Yeh in sod., 

2011). Atrofija astrocitov pričakovano oteži izvajanje podpore nevronom, kar lahko vodi 

do motenj v sinapsah, neravnovesja živčnih prenašalcev in smrti nevronov zaradi 

ekscitotoksičnosti (Hynd in sod., 2004). Atrofija astrocitov lahko odraža spremenjeno 

funkcionalno arhitekturo astrocitov in nakazuje na okrnjen znotrajcelični transport 

mešičkov, ki je nujno potreben za nemoteno medcelično signalizacijo (Stenovec in sod., 

2016). Astrociti med seboj komunicirajo preko sproščanja prenašalcev glije iz mešičkov 

(Guček in sod., 2012; Parpura in Zorec, 2010); komunikacija je neposredno odvisna od 

nemotenega transporta mešičkov, ki zagotavlja počasno vendar neprekinjeno dostavo 

tovora v lumnu in/ali membrani mešička proti plazmalemi (Stenovec in sod., 2016). 

2.4.3 Peptidergični sekrecijski mešički v astrocitih 

Astrociti skladiščijo številne peptide v citoplazemskih mešičkih, vključno z atrijskim 

natriuretičnim peptidom (ANP), ki je bil eden izmed prvih raziskanih peptidnih kemičnih 

prenašalcev v procesu eksocitoze (Zorec in sod., 2016). ANP je polipeptid z močnimi 

vazodilatacijskimi učinki, vpleten je tudi v uravnavanje pretoka krvi v mišicah in privzem 

kisika med telesno vadbo (Rud in sod., 2012).  

ANP v možganskih celicah je vskladiščen v sekrecijskih mešičkih, iz katerih se izloči kot 

peptid iz 24-25 aminokislinskih ostankov. Njegova vsebnost v astrocitih se značilno 
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poveča po možganski kapi (Nogami in sod., 2001), kar nakazuje na njegovo vlogo v 

uravnavanju krvnega pretoka v možganih (Kreft in sod., 2009). Okvara receptorjev ANP 

povzroči tudi inhibicijo zaznave vnosa soli v telo (Blackburn in sod., 1995). Astrocitna 

sekrecija ANP poteka z od Ca
2+

-odvisno eksocitozo mešičkov (Kržan in sod., 2003; Kreft 

in sod., 2009). 

2.4.4 Glutamatergični sekrecijski mešički v astrocitih 

L-glutamat je amino kislina z vlogo prevladujočega ekscitatornega živčnega prenašalca v 

CŽS. V astrocitih se lahko sintetizira de novo iz -ketoglutarata (Hertz in sod., 1999) s 

pomočjo, za astrocite specifičnega encima, piruvatne karboksilaze. Aspartatna 

aminotransferaza transaminira-ketoglutarat (aspartat je donor aminske skupine), pri 

čemer nastane glutamat, ki se prenese v citosol. Alternativno se glutamat tvori iz -

ketoglutarata in alanina s pomočjo encima alaninske aminotransferaze. Citoplazemski 

glutamat se nato prečrpa v sekrecijske mešičke s pomočjo membranskega glutamatnega 

prenašalca (VGLUT) in z izzvano eksocitozo izloči v sinaptično špranjo (Liguz-Lecznar in 

Skangiel-Kramska, 2007).  

Kopičenje glutamata v zunajceličnem prostoru ima lahko toksične učinke za nevrone (Choi 

in sod., 1987), zato je učinkovito odstranjevanje glutamata iz zunajceličnine ključnega 

pomena za preživetje nevronov. Homeostazo glutamata vzdržujejo 3 visoko homologne 

izooblike VGLUT, ki se močno izražajo v celotnem živčnem sistemu (Liguz-Lecznar in 

Skangiel-Kramska, 2007). VGLUT1 se nahaja v novi možganski skorji (1.-3. sloju), 

entorinalni in piriformni skorji, hipokampusu, amigdali in subikulumu. V malih možganih 

se izraža v t.i. paralelnih vlaknih (Liguz-Lecznar in Skangiel-Kramska, 2007).  

VGLUT1 mešički v astrocitih podgan so majhni in elektronsko presevni, s premerom 30 

nm in situ (Bezzi in sod., 2004) in 50 nm po recikliranju (Stenovec in sod., 2007), 

poročajo tudi o mešičkih večje velikosti (Chen in sod., 2005; Malarkey in Parpura, 2011). 

Izmerjeni premeri VGLUT1 mešičkov se verjetno razlikujejo zaradi različnih tehnik 

mikroskopiranja in dela raziskovalcev (Kreft in sod., 2016). Stenovec in sod. (2007) so 

prišli do presenetljive ugotovitve, da se spontana mobilnost recikliranih glutamatergičnih 

mešičkov poveča ob draženju astrocitov. V prisotnosti pufra BAPTA-AM, ki je kelator 

Ca
2+

 ionov, do tega pojava ne pride (Kreft in sod., 2016). Transport glutamatergičnih 

mešičkov najverjetneje poteka ob mikrotubulih in aktinskih ter vimentinskih filamentih (tip 

intermediarnih filamentov); motnje v organizaciji aktina zmanjšajo njihovo mobilnost 

(Stenovec in sod., 2007).  
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2.5 NAMEN DELA 

V magistrski nalogi smo raziskali vpliv mutanta PS1ΔE9, ki je so-udeležen v nastanku 

familiarnega tipa Alzheimerjeve bolezni na: 

1. učinkovitost znotrajceličnega transporta astrocitnih mešičkov v mirovanju in po 

draženju celic s sekretagogom ATP in  

2. jakost izzvanega eksocitotskega/sekrecijskega odziva astrocitov podgane v kulturi. 
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3 MATERIAL IN METODE 

3.1 GOJIŠČA IN RAZTOPINE 

3.1.1 Hranilno gojišče za astrocite 

Hranilno gojišče smo pripravili iz DMEM-a (angl. »Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium«) s 4500 mg/l D-glukoze, ki smo mu dodali 10 % fetalnega seruma goveda, FBS 

(angl. »Fetal Bovine Serum«), 1 mM Na-piruvat, 2 mM L-glutamin in 50 g/ml zmesi 

antibiotikov penicilina in streptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA).  

3.1.2 Lipofekcijsko gojišče 

Lipofekcijsko gojišče smo pripravili iz gojišča DMEM s 4500 mg/l D-glukoze, kateremu 

smo dodali 1 mM Na-piruvat in 2 mM L-glutamin. 

3.1.3 Zunajcelična raztopina za astrocite 

Za pripravo zunajcelične raztopine smo uporabili 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM 

MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM D-glukozo in 10 mM pufer HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-

piperazinetansulfonska kislina). Raztopino smo titrirali z NaOH do pH 7,2. Končna 

osmolarnost raztopine je bila 300 mOsm, kar smo preverili z osmometrom (Osmomat030, 

Gonotec GmbH, Nemčija).  

3.1.4 Založna raztopina ATP 

Založno raztopino ATP smo pripravili iz zunajcelične raztopine, ki smo ji do končne 

koncentracije 600 M dodali 165 mM ATP (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA).  

3.1.5 Plazmidi 

3.1.5.1 Plazmid ANP.emd 

Plazmid ANP.emd kodira zapis za atrijski natriuretični peptid (ANP), ki je na C-

terminalnem koncu označen z mutiranim zelenim fluorescentnim proteinom Emerald. 

Plazmid je darilo dr. Eda Levitana, Univerza v Pittsburghu, PA, ZDA.  

3.1.5.2 Plazmid VGLUT1-EGFP 

Plazmid VGLUT1-EGFP kodira zapis za fuzijski protein glutamatnega prenašalca 

membrane mešička (VGLUT1), ki je označen z okrepljenim zelenim fluorescentnim 

proteinom. Plazmid je darilo dr. Sarah El Mestikawy, INSERM U513, Creteil Cedex, 

Francija.  

3.1.5.3 Plazmid PS1ΔE9 

Plazmid PS1ΔE9 kodira zapis za mutirani presenilin 1 (PS1ΔE9). Plazmid je darilo dr. 

Ilyje Bezprozvannyja, UT Southwestern Medical Center, Dallas, TX, ZDA. 
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3.2 PRIPRAVA KROVNIH STEKELC PREMAZANIH S POLI-L-LIZINOM (PLL) 

Okrogla krovna stekelca s premerom 22 mm (Propper Manufacturing, New York, ZDA) 

smo sterilizirali v mikrovalovni pečici (7-10 min), razmastili v 70 % etanolu (15 min) in 

dvakrat sprali z redestilirano vodo. V nadaljevanju smo krovna stekelca inkubirali (20 min) 

v raztopini 10 μg/mL poli-L-lizina (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA) pri sobni temperaturi. 

Po končani inkubaciji in ponovnemu dvakratnem spiranju v redestilirani vodi smo 

prislonili stekelca na manjše petrijevke in jih sušili 2-3 ure v laminariju. Suha krovna 

stekelca smo namestili v sterilne petrijevke s premerom 35 mm, ovili s parafilmom in do 

uporabe hranili v hladilniku (4-6
o
C).  

3.3 CELIČNA KULTURA ASTROCITOV 

Primarno celično kulturo kortikalnih astrocitov so pripravili sodelavci v laboratoriju za 

nevroendokrinologijo in molekulsko celično fiziologijo iz možganov novorojenih samic 

podgan seva Wistar po uveljavljenem postopku (Schwartz in Wilson, 1992). Priprava celic 

je potekala v skladu z zakonodajo o delu na izoliranih tkivih, organih in truplih predhodno 

usmrčenih živali po 22.a členu Zakona o zaščiti živali (ZZZiv-UPB2, Ur. List RS, št. 

38/2013 z dne 3. 5. 2013). Celice v kulturi smo hranili v inkubatorju (HF90, Heal Force, 

Kitajska) pri temperaturi 37
o
C, 95 % relativni zračni vlažnosti in sestavi atmosfere 5 % 

CO2/95 % zrak.  

3.4 NASADITEV ASTROCITOV NA KROVNA STEKELCA PREMAZANA S PLL 

Iz kultivacijske posode s primarno kulturo astrocitov smo odpipetirali hranilno gojišče, 

celicam dodali 1,5 ml ogrete raztopine zmesi tripsin/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, ZDA) in inkubirali 5 min pri 37
o
C. Učinkovitost odlepljanja celic od podlage posode 

smo ocenili pod presevnim svetlobnim mikroskopom po dodatku 1 ml ogretega hranilnega 

gojišča za astrocite. Celično suspenzijo smo odpipetirali v dve 1,5 ml centrifugirki in 5 min 

centrifugirali pri 900 obratih/min (Centric 150, Tehtnica, Železniki, Slovenija). Po 

končanem centrifugiranju smo ostranili supernatant in pelet nežno resuspendirali v 0,5 ml 

gojišča. 50 l celične suspenzije smo nanesli na sredino krovnega stekelca s PLL in po 20-

minutni inkubaciji pri 37
o
C celice oskrbeli z 2 ml svežega gojišča za astrocite. Celice na 

krovnih stekelcih smo vzdrževali v inkubatorju (37
o
C) do izvedbe poizkusov.  

3.5 ENOJNA IN DVOJNA LIPOFEKCIJA ASTROCITOV V KULTURI 

Lipofekcijo astrocitov smo izvedli 24 ur po nasaditvi celic na krovna stekelca s PLL.  

Pripravili smo si tri serije 1,5 ml mikrocentrifugirk z ustrezno mešanico reagentov, glede 

na število krovnih stekelc. V sterilni mikrocentrifugirki (1) smo razredčili 2 l reagenta 

Lipofectamine LTX (Life Technologies, Carlsbad, ZDA) v 50 l lipofekcijskega gojišča 

(na krovno stekelce).  

Za enojno transfekcijo astrocitov (s fluorescentnim sekrecijskim označevalcem ANP.emd 

ali VGLUT1-EGFP), smo v sterilni mikrocentrifugirki (2) raztopili 0,8 g raztopine 
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plazmida ANP.emd ali VGLUT1-EGFP in 1 l reagenta Plus (Life Technologies, 

Carlsbad, ZDA) v 50 l lipofekcijskega gojišča (na krovno stekelce).  

Za potrebe dvojne transfekcije astrocitov, pDNA PS1ΔE9 skupaj s sekrecijskim 

fluorescentnim označevalcem ANP.emd ali VGLUT1-EGFP, smo v mikrocentrifugirko (3) 

raztopili 0,4 g plazmida PS1ΔE9 in 0,4 g plazmida ANP.emd ali VGLUT1-EGFP ter 

dodali 1 l reagenta Plus v 50 l lipofekcijskega gojišča (na krovno stekelce).  

Iz prve mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 50 l mešanice (za vsako krovno stekelce) 

v drugo ali tretjo mikrocentrifugirko, in zmes inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. V 

tem času smo celice na krovnih stekelcih oskrbeli z 0,9 ml svežega lipofekcijskega gojišča, 

jim dodali 0,1 ml lipofekcijske raztopine, previdno premešali, inkubirali 3 h v inkubatorju 

in nato dodali še 30 l Ultroser G (Pall, Port Washington, ZDA). Naslednji dan smo 

transfecirane celice oskrbeli z 2 ml svežega gojišča. 

3.6 LASERSKA KONFOKALNA MIKROSKOPIJA  

Transfecirane celice smo opazovali 48-72 ur po lipofekciji pod konfokalnim mikroskopom 

v realnem času (LSM 780; Zeiss, Jena, Nemčija). Pred mikroskopiranjem smo celice na 

krovnem stekelcu sprali z 1 ml ogrete zunajcelične raztopine, vpeli v kamrico, oskrbeli s 

400 l zunajcelične raztopine in prenesli na mizico mikroskopa. Celice smo opazovali 

skozi oljno imerzijski plan-apokromatski objektiv 63/1.40 Oil DIC M27. Konfokalne 

mikrografije smo zajemali s frekvenco 2 Hz. Za vzbujanje fluorescence ANP.emd in 

VGLUT1-EGFP smo uporabili argonski laser z valovno dolžino 488 nm in emitirano 

svetlobo pasovno filtrirali v območju 495-545 nm. Fluorescenco smo zajemali 1 min v 

spontanih razmerah in 4 min po draženju celic s 100 M ATP. 

3.7 ANALIZA MOBILNOSTI IN SEKRECIJSKE AKTIVNOSTI EKSOCITOTSKIH 

MEŠIČKOV 

Časovna zaporedja konfokalnih posnetkov smo izvozili kot datoteke tif v program Particle 

TR (Celica, Ljubljana, Slovenija). V posamezni celici smo izbrali 40 fluorescentnih 

mešičkov v primeru konstrukta ANP.emd ali 20 mešičkov v primeru VGLUT1-EGFP ter 

ročno in/ali avtomatsko sledili njihovim premikom v zaporedju 125 oziroma 375 

mikrografij oziroma dokler je bil mešiček še viden. S pomočjo pridobljenih koordinat 

posameznih mešičkov v zaporedju mikrografij smo izračunali več parametrov mobilnosti v 

15-sekundnih obdobjih:  

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

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

 indeks usmerjenosti (angl. »directionality index«, DI), ki smo ga izračunali kot 

MD/TL. DI je brezenotna vrednost v razponu 0-1, 

 hitrost, ki smo jo izračunali kot TL/čas.  
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Slika 3: Prikaz analize mobilnosti fluorescentnih mešičkov. (A) 3D Gaussova krivulja (zgoraj), ki jo 

program Track2 (ParticleTR, Celica, Slovenija) prilagodi na fluorescentno podobo mešička v konfokalni 

mikrografiji (spodaj) in določi koordinate (x,y) vrha krivulje (lego mešička) v izbranem času. (B) Prikaz x, y 

koordinat gibljivega peptidergičnega mešička v 15-sekundnem obdobju. (C) Rekonstrukcija prepotovane poti 

mešička, ki je prikazan v panelu A. Izmerimo lahko dolžino poti (TL; črna črta) in največji odmik na poti 

(MD; siva daljica) mešička. 

 

Sekrecijsko aktivnost posameznih mešičkov z ANP.emd smo kvantificirali v okroglem 

analitičnem območju (2r=12 pikslov, x=0.088 μm, S=0.09 μm
2
), v katerem smo izmerili 

povprečno spremembo intenzitete fluorescence (v A.U.) v času, na mestu zlitja mešička v 

celici. Z lastnim programom Egfpa za MATLAB (MathWorks, Natick, MA, ZDA) smo 

nato izmerili čas (t80-20%), v katerem se je intenziteta fluorescence zmanjšala od 80 % do 20 

% največje intenzitete.  

3.8 FLUORIMETRIČNE MERITVE ZNOTRAJCELIČNE KONCENTRACIJE 

KALCIJEVIH IONOV Z INDIKATORJEM FLUO-4 

V gojišče (1 ml) z astrociti smo dodali 5 μl 1 mM raztopine Fluo-4 (Molecular Probes, 

Eugene, ZDA) in 30 min inkubirali v temi pri sobni temperaturi. Nato smo odstranili 

gojišče, celice enkrat sprali in jih oskrbeli z 1 ml zunajcelične raztopine ter nadalje 

inkubirali 30 min v temi pri sobni temperaturi. Stekelca z obarvanimi celicami smo 

namestili v kamrico (kot v točki Laserska konfokalna mikroskopija) in astrocite opazovali 

skozi zračni plan-apokromatski objektiv 20/NA 0,8. Fluo-4 smo vzbujali s svetlobo 

argonskega laserja z valovno dolžino 488 nm in emitirano svetlobo pasovno filtrirali v 

območju 495-565 nm. Celice smo opazovali pred (4 min) in med aplikacijo 100 μM 

dražilne raztopine ATP (4 min).  

Spremembe fluorescence Fluo-4 (v A.U.), ki odražajo spremembe koncentracije prostih 

kalcijevih ionov ([Ca
2+

]i), smo izmerili v 70 astrocitih s programom ZEN2010 v območju, 

ki je obrobilo posamezne celice. Povprečne spremembe fluorescence v času smo analizirali 

z lastnim programom Kalcij za MATLAB (MathWorks, Natick, MA, ZDA), s katerim smo 
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izmerili največjo relativno amplitudo (p, ΔF/F0) in časovni integral (S, ΔF/F0*s) povečane 

aktivnosti kalcija po 4-minutni aplikaciji kontrolne raztopine ali zunajcelične raztopine s 

100 μM ATP na astrocite. Bazalno raven fluorescence (F0) smo določili na začetku 

posameznega časovnega zaporedja kot povprečno intenziteto v prvih 300 mikrografijah.  

3.9 STATISTIČNA ANALIZA PODATKOV 

Rezultate izmerjenih parametrov smo prikazali kot srednjo vrednost ± standardna deviacija 

(x ± SD). Za statistično analizo podatkov smo uporabili neparametrični Mann-Whitney-jev 

U-test. Pri pripravi rezultatov smo si pomagali z računalniškimi programi Excel 

(Microsoft, ZDA), SigmaPlot (Systat Software Inc, Velika Britanija), MATLAB 

(Mathworks, ZDA), ZEN2010 (Zeiss, Nemčija) in Photoshop (Adobe, ZDA).  
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4 REZULTATI 

4.1 SPONTANA MOBILNOST PEPTIDERGIČNIH SEKRECIJSKIH MEŠIČKOV V 

PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1ΔE9 

Da bi preverili vpliv točkovne mutacije v genu za presenilin 1 (PS1ΔE9), posledica katere 

je delecija devetega eksona na transport peptidergičnih mešičkov, smo astrocite v kulturi 

dvojno transfecirali s plazmidom za mutirani presenilin 1 (PS1ΔE9) in ANP.emd, medtem, 

ko smo kontrolne astrocite transfecirali zgolj s plazmidom za ANP.emd.  

Mobilnost fluorescentnih mešičkov v astrocitih (Sliki 4A, B) smo opazovali s konfokalnim 

mikroskopom. Fuzijski protein ANP.emd se je vskladiščil v sekrecijske mešičke (Han in 

sod., 1999), ki so bili vidni kot svetle fluorescentne pike z različno mobilnostjo (Slika 4C, 

D); skladno z zgodnejšimi raziskavami mobilnosti astrocitnih mešičkov (Kržan in sod., 

2003; Kreft in sod., 2004). Najprej smo analizirali spontano mobilnost 40 peptidergičnih 

mešičkov in rekonstruirali njihove poti v 15-sekundnih obdobjih; v kontrolnih in PS1ΔE9 

astrocitih. Poti gibljivih mešičkov so bile podolgovate, medtem, ko so bile poti negibljivih 

mešičkov »točkaste«. V kontrolnih astrocitih smo pogosto opazili daljše poti (Slika 4E) v 

primerjavi s PS1ΔE9 astrociti (Slika 4F), kar je nakazalo na zmanjšano usmerjeno 

mobilnost peptidergičnih mešičkov v celicah, ki so izrazile presenilinskega mutanta.  
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Slika 4: Spontana mobilnost peptidergičnih sekrecijskih mešičkov v podganjih astrocitih divjega tipa 

(wt) in astrocitih PS1ΔE9. (A, B) Presevna diferencialno kontrasta mikrografija astrocita wt in (B) astrocita 

PS1ΔE9, ki je izrazil mutirani presenilin 1 (PS1ΔE9) (B) v celični kulturi. (C, D) Konfokalni mikrografiji 

istih celic (kot v A in B), ki sta skladiščili atrijski natriuretični peptid označen z mutiranim zelenim 

fluorescentnim proteinom (ANP.emd) v posameznih sekrecijskih mešičkih (svetle fluorescentne pike v 

mikrografijah). Merilo (A-D) = 10 µm. (E, F) Prikaz rekonstruiranih poti 40 peptidergičnih mešičkov v 15-

sekundnem obdobju v kontrolnem astrocitu (wt) in v astrocitu PS1ΔE9. Poti gibljivih mešičkov so bile 

podolgovate, medtem, ko so bile poti negibljivih mešičkov »točkaste«. Gibljivi mešički v astrocitu PS1ΔE9 

so prepotovali krajše razdalje. 

Za podrobnejše ovrednotenje razlik v spontani mobilnosti peptidergičnih mešičkov v 

astrocitih divjega tipa in astrocitih PS1ΔE9 smo analizirali več parametrov mobilnosti; 

prepotovano pot (angl. »track length«, TL), največji odmik na prepotovani poti (angl. 

»maximal displacement«, MD), indeks usmerjenosti (angl. »directional index«, DI) in 

hitrost gibanja mešičkov, v 15-sekundnih obdobjih. Skupno smo analizirali spontano 

mobilnost 1468 mešičkov v 10 celicah divjega tipa in 1375 mešičkov v 10 celicah 

mutiranega presenilina (PS1ΔE9). Prepotovana pot (TL) je bila statistično značilno 

zmanjšana v astrocitih PS1ΔE9; za 8 % (Slika 5A; p<0,001), prav tako je bil značilno 

zmanjšan največji odmik na prepotovani poti (MD) v astrocitih PS1ΔE9; za 18 % (Slika 

5B). V astrocitih PS1ΔE9, sta bila podobno zmanjšana tudi indeks usmerjenosti (DI), za 
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14 % (Slika 5C) in hitrosti, za 8 % (Slika 5D). Spontana mobilnost peptidergičnih 

mešičkov je bila, v primerjavi s celicami divjega tipa, znatno zmanjšana v astrocitih 

PS1ΔE9.  

V nadaljevanju smo raziskali še povezavo med velikostjo (površino) mešičkov in njihovo 

mobilnostjo (hitrostjo). Ugotovili smo, da preiskovana parametra nista povezana med seboj 

(Sliki 5E, F). 

 

Slika 5: Spontana mobilnost peptidergičnih sekrecijskih mešičkov je manjša v astrocitih PS1ΔE9. (A) 

Prepotovana pot (TL) (B), največji odmik na prepotovani poti (MD) (C), indeks usmerjenosti (DI) (D) in 

povezava med hitrostjo gibanja ANP mešičkov ter njihovo velikostjo v astrocitih divjega tipa (wt; E) in 

astrocitih PS1ΔE9 (F). Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih 15-sekundnih obdobij gibanja 

mešičkov, številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *** pomeni statistično značilno 

razliko (p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na mobilnost mešičkov v kontrolnih (wt) celicah. (E-F) 

Velikost in mobilnost ANP mešičkov sta nepovezani; Pearsonov koeficient linearne korelacije (R) med 

hitrostjo gibanja in površino ANP mešičkov v kontrolnem (E) in astrocitu PS1ΔE9 (F) (153 mešičkov); črna 

črta prikazuje regresijsko daljico, ki je prilagojena na podatke o povprečni hitrosti gibanja in površini 

posameznih mešičkov. 
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4.2 SPONTANA MOBILNOST GLUTAMATERGIČNIH SEKRECIJSKIH MEŠIČKOV 

V PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1ΔE9  

V nadaljevanju smo želeli preveriti vpliv presenilinskega mutanta (PS1ΔE9) na spontano 

mobilnost glutamatergičnih mešičkov v astrocitih. Izvedli smo enojno transfekcijo (Slika 

6A) in v celice vnesli plazmid z zapisom za glutamatni prenašalec membrane mešička 1 

označen z zelenim fluorescentnim proteinom (VGLUT1-EGFP) ter dvojno transfekcijo 

(Slika 6B), pri kateri smo v astrocite sočasno vnesli plazmidno DNA z zapisom za PS1ΔE9 

in VGLUT1-EGFP. Posamezni glutamatergični mešički, pri katerih je VGLUT1-EGFP 

vsajen v membrano mešička, so bili vidni kot šibko fluorescentne pike v celicah (Sliki 6C, 

D). V zaporedjih mikrografij smo zato računalniško rekonstruirali poti 20 glutamatergičnih 

mešičkov v 15-sekundnih obdobjih. Mobilnost glutamatergičnih mešičkov je bila opazno 

manjša od mobilnosti peptidergičnih mešičkov (primerjajte Sliki 4E, F in Sliki 6E, F). Na 

prvi pogled so bile rekonstruirane poti glutamatergičnih mešičkov v astrocitu divjega tipa 

primerljive s potmi v astrocitu PS1ΔE9 (Sliki 6E, F). 

 

Slika 6: Spontana mobilnost glutamatergičnih sekrecijskih mešičkov v astrocitih divjega tipa (wt) in v 

astrocitih PS1ΔE9. (A, B) Presevna diferencialno kontrasta mikrografija kontrolnega (B) in PS1ΔE9 

astrocita (B). (C, D) Konfokalni mikrografiji istih celic (kot v A in B), ki imata glutamatni transporter 

mešičkov 1 označen z okrepljenim zelenim fluorescentnim proteinom (VGLUT1-EGFP) vsajenim v 

membrano posameznih sekrecijskih mešičkov (številne šibko fluorescentne pike v mikrografijah). Merilo (A-
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D) = 10 µm. (E, F) Prikaz rekonstruiranih poti 20 glutamatergičnih mešičkov v 15-sekundnem obdobju v 

kontrolnem astrocitu (wt) in v astrocitu PS1ΔE9. Razdalje, ki so jih prepotovali VGLUT1 mešički v 

kontrolnem astrocitu so videti primerljive kot razdalje v astrocitu PS1ΔE9. 

 

V nadaljevanju smo nato natančno ovrednotili spontano mobilnost 870 glutamatergičnih 

mešičkov v astrocitih divjega tipa (N = 11 celic) in 850 mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 (N 

= 11 celic). Naši rezultati so razkrili značilno (p<0,001) zmanjšano mobilnost 

glutamatergičnih mešičkov v astrocitih PS1ΔE9; MD je bil manjši za 24 % (Slika 7B), DI 

pa za 20 % (Slika 7C). Nekoliko manj, vendar značilno zmanjšana sta bila tudi TL, za 8 

% (Slika 7A) in hitrost, za 8 % (Slika 7D) v astrocitih PS1ΔE9. Dodatno smo 

kvantificirali še morebitno povezavo med mobilnostjo (hitrostjo) in površino 

glutamatergičnih mešičkov ter zaključili, da izmerjena parametra nista povezana med seboj 

(Sliki 7E, F). 

 

Slika 7: Spontana mobilnost glutamatergičnih sekrecijskih mešičkov je manjša v astrocitih PS1ΔE9. 

(A) Prepotovana pot (TL) (B), največji odmik na prepotovani poti (MD) (C), indeks usmerjenosti (DI) (D) in 

hitrost gibanja VGLUT1 mešičkov v astrocitih divjega tipa (wt) in astrocitih PS1ΔE9. Mobilnost 

glutamatergičnih mešičkov je manjša v astrocitih PS1ΔE9. Številke nad stolpci prikazujejo število 

analiziranih 15-sekundnih obdobij gibanja mešičkov, številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih 

celic. *** pomeni statistično značilno razliko (p<0.001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na mobilnost 
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mešičkov v kontrolnih (wt) celicah. (E-E) Velikost in mobilnost VGLUT1 mešičkov sta nepovezani; 

Pearsonov koeficient linearne korelacije (R) med hitrostjo gibanja in površino VGLUT1 mešičkov v 

kontrolnem (E) in astrocitu PS1ΔE9 (F) (80 mešičkov); črna črta prikazuje regresijsko daljico, ki je 

prilagojena na podatke o povprečni hitrosti gibanja in površini posameznih mešičkov. 

 

4.3 VPLIV ATP NA ZNOTRAJCELIČNO KONCENTRACIJO KALCIJA ([Ca
2+

]i) 

V nalogi smo želeli preveriti tudi spremembo kalcijeve homeostaze zaradi vpliva raztopine 

ATP na astrocite. Povečanje [Ca
2+

]i zaradi draženja celic z ATP smo okarakterizirati s 

pomočjo fluorescentnega Ca
2+

-indikatorja Fluo-4. Dodatek 100 μM ATP celicam je 

prehodno povečal fluorescenco indikatorja Fluo-4 (Slika 8A; mikrografija na sredini in 

desno). Z ATP-izzvano bifazično povečanje [Ca
2+

]i je trajalo več minut. Hitremu 

povečanju aktivnosti kalcija je sledil postopen upad proti bazalni ravni (pikčasta črta) 

(Slika 8B). Z meritvami relativne maksimalne amplitude (p (ΔF/F0)) in časovnega integrala 

povečane aktivnosti kalcija (S (ΔF/F0*s)) smo kvantificirali kalcijeve odzive po aplikaciji 

kontrolne in ATP raztopine na celice; p je bil 0,06 ± 0,00 ΔF/F0 (N = 70 celic) v kontrolnih 

razmerah in 6,89 ± 0,16 (N = 70 celic) po aplikaciji 100 μM ATP (Sliki 8C, D). Časovni 

integral povečane aktivnosti kalcija je bil 3,76 ± 0,30 ΔF/F0*s (N = 70 celic) v kontrolnih 

razmerah in 427,33 ± 15,75 ΔF/F0*s (N = 70 celic) po aplikaciji 100 μM ATP. Aplikacija 

ATP je izzvala izrazito povečano aktivnost kalcija v astrocitih. 

 

Slika 8: Ekscitacijsko draženje z ATP poveča [Ca
2+

]i v astrocitih v kulturi. (A) Konfokalni posnetki 

fluorescence Ca
2+

 indikatorja Fluo-4 v astrocitih pred (-60 s) in med aplikacijo 100 µM ATP na celice, ki 

poveča [Ca
2+

]i (0 s ob največji amplitudi kalcijevega odziva in 120 s kasneje). Sprememba [Ca
2+

]i je 

ponazorjena s psevdobarvno intenzitetno lestvico (desno; 0–255 nivojev fluorescence). Merilo = 50 µm. (B) 

Časovni zapis spremembe fluorescence kalcijevega indikatorja Fluo-4 izzvan s 4-minutno aplikacijo 100 µM 

ATP (bel pravokotnik) na astrocite. Z ATP-izzvan porast [Ca
2+

]i smo kvantificirali z meritvijo relativnega 

povečanja amplitude fluorescence Fluo-4 nad bazalno raven (pikčasta črta) - p (ΔF/F0) in z meritvijo 

časovnega integrala [Ca
2+

]i povečane aktivnosti kalcija - S (ΔF/F0*s, bela ploskev pod zapisom intenzitete 
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fluorescence). (C) Relativna maksimalna amplituda (sredina ± standardna napaka) in (D) časovni integral 

povečane aktivnosti kalcija po 4-min aplikaciji kontrolne raztopine ali zunajcelične raztopine s 100 μM ATP 

na astrocite. Aplikacija ATP je izzvala izrazito povečano aktivnost kalcija v astrocitih. Številke na bazi 

stolpcev poročajo število analiziranih celic. *** pomeni statistično značilno razliko (p<0,001, Mann-

Whitney-jev U-test) glede na kalcijev odziv v kontrolnih celicah.  

 

4.4 VPLIV ATP NA MOBILNOST PEPTIDERGIČNIH MEŠIČKOV V PODGANJIH 

ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1ΔE9  

Potokar in sodelavci so v raziskavi leta 2008 dokazali, da se mobilnost recikliranih 

peptidergičnih mešičkov astrocitov zmanjša po aktivaciji metabotropnih purinskih 

receptorjev z 1 mM ATP. V naši raziskavi smo zato ugotavljali vpliv spremenjene 

homeostaze kalcija na mobilnost sekrecijskih peptidergičnih mešičkov pred njihovim 

vstopom v eksocitotsko aktivnost. Raziskali smo časovno odvisnost spremembe 

prepotovane poti (TL) in največjega odmika na poti (MD) mešičkov pred in med prvo ter 

drugo minuto po aplikaciji 100 μM ATP na celice. Mobilnosti peptidergičnih mešičkov se 

je močno zmanjšala v prvi minuti draženja celic z ATP. V celicah divjega tipa se je TL 

zmanjšal (p<0,001) za 41 % med prvo (784 analiziranih obdobij gibanja mešičkov) (Slika 

9A), in nato povečal za 8 % med drugo minuto draženja (698 analiziranih obdobij gibanja 

mešičkov). V prvi minuti po aplikaciji ATP se je MD zmanjšal (p<0,001) za 66 % (Slika 

9C) in nato povečal za 12 % med drugo minuto draženja. V astrocitih PS1ΔE9 smo opazili 

primerljivo zmanjšanje mobilnosti peptidergičnih mešičkov. TL se je zmanjšal za 36 % v 

prvi minuti draženja celic ter v drugi minuti povečal za 5 % (Slika 9B). MD se je zmanjšal 

za 61 % v prvi minuti draženja in v drugi minuti povečal za 8 % (Slika 9D). Te meritve so 

razkrile od Ca
2+

-odvisno uravnavanje mobilnosti peptidergičnih mešičkov in nakazale na 

manj učinkovito okrevanje mobilnosti mešičkov v astrocitih PS1ΔE9. 

S prilaganjem linearne funkcije tipa [MD = MD0 + a (TL)] smo raziskali še povezavo 

med MD in TL pri gibljivih mešičkih. Naklon funkcije (a) ustreza indeksu usmerjenosti 

(DI). Le-ta je enak 1, če se mešički gibljejo popolnoma usmerjeno. V astrocitih divjega 

tipa, kot tudi v astrocitih PS1ΔE9 smo opazili izrazito post-stimulacijsko zmanjšanje TL in 

MD, ki se je odražalo v zmanjšani usmerjenosti gibanja peptidergičnih mešičkov. Med 

drugo minuto draženja z ATP, se je DI zmanjšal (p<0,001) z 0,73±0,02 na 0,59±0,02 v 

astrocitih divjega tipa in z 0,67±0,02 na 0,53±0,02 v astrocitih PS1ΔE9 (Sliki 9E, F). 

Zmanjšanje usmerjene mobilnosti peptidergičnih mešičkov je bilo izrazitejše (p<0,01) v 

astrocitih PS1ΔE9. 
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Slika 9: Z ATP-izzvano zmanjšanje usmerjene mobilnosti peptidergičnih mešičkov je večje v astrocitih 

PS1ΔE9. (A–D) Mobilnost peptidergičnih sekrecijskih mešičkov (A, B, TL; C, D, MD; sredina ± standardna 

napaka) v kontrolnih (wt) in astrocitih PS1ΔE9 pred (-) in med prvo (1’) ter drugo minuto (2’) po draženju 

celic s 100 μM ATP. Relativno zmanjšanje mobilnosti ANP mešičkov je bilo večje v astrocitih PS1ΔE9. 

Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih gibanj mešičkov v 15-sekundnih obdobjih, številke na 

bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *** pomeni statistično značilno razliko (p<0,001, Mann-

Whitney-jev U-test) glede na spontano mobilnost pred draženjem celic. (E, F) Grafa prikazujeta zvezo med 

MD in TL (indeks usmerjenosti, DI) za ANP mešičke v astrocitih wt (N=5) in astrocitih PS1ΔE9 (N=5) pred 

draženjem (E, F, črni krogi) in med drugo minuto (E, F beli krogi) draženja celic s 100 μM ATP. Na podatke 

smo prilegli linearno funkcijo tipa [MD=MD0+a×(TL)] (črna premica, pred draženjem in siva premica, druga 

minuta po draženju celic z ATP). Naklon linearne funkcije (a; sredina ± standardna napaka) ustreza DI 

(izpisan nad grafom). V astrocitih wt in PS1ΔE9 se je le-ta značilno zmanjšal (P<0,001; ANCOVA) po 

eskcitacijskem draženju celic z ATP. 
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V nadaljevanju smo raziskali težnjo po okrevanju mobilnosti peptidergičnih mešičkov med 

ekscitacijskim draženjem celic z ATP, ki prehodno poveča [Ca
2+

]i (Slika 8). Na podatke 

mobilnosti (TL, MD, DI in hitrost) izmerjene v 15-sekundnih obdobjih po aplikaciji ATP 

(0-120 s) smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=y0 + a(x)] in ugotovili naklon (a), ki 

ponazarja hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v času (Slika 10A-D). Med 

draženjem celic se je mobilnost peptidergičnih mešičkov počasneje normalizirala v 

astrocitih PS1ΔE9; nakloni linearnih funkcij prilagojeni na preiskovane parametre 

mobilnosti so bili značilno zmanjšani (p<0,001) v primerjavi z astrociti divjega tipa.  

 

Slika 10: Restavriranje mobilnosti peptidergičnih mešičkov med draženjem celic z ATP je počasnejše v 

astrocitih PS1ΔE9. (A–D) Mobilnost mešičkov (TL (A), MD (B), DI (C) in hitrost (D)) izmerjena v 15-

sekundnih obdobjih (sredina ± standardna napaka) pred (-15 s) in po dodatku (0-120 s) raztopine 100 µM 

ATP na astrocite. Po začetnem in izrazitem zmanjšanju mobilnosti mešičkov, ki je sovpadalo s povečanjem 

[Ca
2+

]i zaradi aplikacije ATP (začetek draženja: 0 s), se je mobilnost mešičkov deloma restavrirala. Težnja po 

restavraciji mobilnosti mešičkov je bila izrazitejša v astrocitih wt (A-D, črni krogi) kot v astrocitih PS1ΔE9 

(A-D, beli krogi). Na podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=y0+a×(x)] in ugotovili naklon 

(a), ki ponazarja hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v času. Nad grafi (A–D) so izpisani 

nakloni (a, sredina ± standardna napaka) linearnih funkcij (wt, črna barva in PS1ΔE9, siva barva). Nakloni 

vseh linearnih funkcij v astrocitih PS1ΔE9 so bili značilno zmanjšani glede na naklone v astrocitih wt 

(P<0,001; ANCOVA). 
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4.5 VPLIV ATP NA MOBILNOST GLUTAMATERGIČNIH MEŠIČKOV V 

PODGANJIH ASTROCITIH DIVJEGA TIPA (wt) IN ASTROCITIH PS1ΔE9  

Kot v primeru peptidergičnih mešičkov, je draženje astrocitov z raztopino ATP izzvalo 

časovno odvisno zmanjšanje mobilnosti glutamatergičnih mešičkov. MD v astrocitih 

divjega tipa se je zmanjšal (p<0,001) za 42 % v prvi minuti in za 31 % v drugi minuti 

aplikacije 100 μM ATP (Slika 11C). TL se je zmanjšal za 11 % v prvi in zgolj za 6 % v 

drugi minuti aplikacije ATP (Slika 11A) na celice. V astrocitih PS1ΔE9 se je MD v prvi 

minuti zmanjšal za 19 %, v drugi minuti pa za 13 % začetne vrednosti (Slika 11D); TL 

se je zmanjšal za 5 % v prvi in zgolj za 2 % v drugi minuti draženja z ATP (Slika 11A). 

Draženje astrocitov z raztopino ATP je izzvalo večje zmanjšanje mobilnosti mešičkov 

VGLUT1 v astrocitih divjega tipa.  

S prilaganjem linearne funkcije tipa [MD = MD0 + a (TL)] smo proučili povezavo med 

MD in TL pri gibljivih mešičkih. Do post-stimulacijskega upada TL in MD je prišlo v 

astrocitih divjega tipa in v astrocitih PS1ΔE9. Med drugo minuto po draženju celic z ATP 

se je DI zmanjšal (p<0,001) z 0,35±0,02 na 0,31±0,02 v astrocitih divjega tipa in z 

0,24±0,02 na 0,17±0,01 v astrocitih PS1ΔE9 (Sliki 11E, F). Zmanjšanje usmerjene 

mobilnosti glutamatergičnih mešičkov je bilo izrazitejše (p<0,001) v astrocitih PS1ΔE9. 
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Slika 11: Z ATP-izzvano zmanjšanje usmerjene mobilnosti glutamatergičnih mešičkov je večje v 

astrocitih PS1ΔE9. (A–D) Mobilnost glutamatergičnih sekrecijskih mešičkov (A, B, TL; C, D, MD; sredina 

± standardna napaka) v kontrolnih (wt) in astrocitih PS1ΔE9 pred (-) in med prvo (1’) ter drugo minuto (2’) 

po ekscitacijskem draženju celic s 100 μM ATP. Relativno zmanjšanje mobilnosti VGLUT1 mešičkov je bilo 

večje v wt astrocitih. Številke nad stolpci prikazujejo število analiziranih gibanj mešičkov v 15-sekundnih 

obdobjih, številke na bazi stolpcev prikazujejo število analiziranih celic. *** pomeni statistično značilno 

razliko (p<0,001, Mann-Whitney-jev U-test) glede na spontano mobilnost mešičkov pred draženjem celic. 

(E, F) Grafa prikazujeta zvezo med MD in TL (indeks usmerjenosti, DI) za VGLUT1 mešičke v wt (N=5) in 

PS1ΔE9 (N=5) astrocitih pred draženjem (E, F, črni krogi) in med drugo minuto (E, F beli krogi) draženja 

celic s 100 μM ATP. Na podatke smo prilegli linearno funkcijo tipa [MD=MD0+a×(TL)] (črna premica, pred 

draženjem in siva premica, druga minuta po draženju celic z ATP). Naklon linearne funkcije (a; sredina ± 

standardna napaka) ustreza DI (izpisan nad grafom). V wt in astrocitih PS1ΔE9 se je le-ta značilno zmanjšal 

(P<0,001; ANCOVA) po eskcitacijskem draženju celic z ATP. 

 

V nadaljevanju smo ugotavljali še težnjo po normaliziranju mobilnosti glutamatergičnih 

mešičkov med draženjem celic tako, da smo na podatke mobilnosti prilegli linearno 

funkcijo tipa [y=y0 + a(x)] in ugotovili naklon (a), ki ponazarja hitrost restavracije 
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izbranega parametra mobilnosti v času. Po začetnem zmanjšanju mobilnosti mešičkov, ki 

je sovpadalo s povečanjem [Ca
2+

]i zaradi draženja celic z ATP, se je mobilnost mešičkov 

deloma restavrirala v naslednjih 2 minutah (Slika 12A-D). Težnja po restavriranju 

mobilnosti glutamatergičnih mešičkov je bila izrazitejša v astrocitih divjega tipa kot v 

astrocitih PS1ΔE9 (MD in DI, p<0,001).  

 

Slika 12: Restavriranje mobilnosti glutamatergičnih mešičkov med draženjem celic z ATP je 

počasnejše v astrocitih PS1ΔE9. (A–D) Mobilnost mešičkov (TL (A), MD (B), DI (C) in hitrost (D)) 

izmerjena v 15-sekundnih obdobjih pred (-15 s) in po dodatku (0-120 s) raztopine 100 µM ATP na astrocite. 

Po začetnem zmanjšanju mobilnosti mešičkov, ki je sovpadalo s povečanjem [Ca
2+

]i zaradi aplikacije ATP 

(začetek draženja: 0 s), se je mobilnost mešičkov deloma restavrirala. Težnja po restavraciji mobilnosti 

mešičkov je bila izrazitejša v astrocitih wt (A-D, črni krogi) kot v astrocitih PS1ΔE9 (A-D, beli krogi). Na 

podatke mobilnosti smo prilegli linearno funkcijo tipa [y=y0+a×(x)] in ugotovili naklon (a), ki ponazarja 

hitrost restavracije izbranega parametra mobilnosti v času. Nad grafi (A–D) so izpisani nakloni (a, sredina ± 

standardna napaka) linearnih funkcij (wt, črna barva in PS1ΔE9, siva barva). Nakloni linearnih funkcij 

prilagojeni na MD in DI v astrocitih PS1ΔE9 so bili značilno zmanjšani glede na naklone v astrocitih wt 

(P<0,001; ANCOVA). 
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4.6 VPLIV ATP NA IZZVANO EKSOCITOTSKO IZLOČANJE VSEBINE 

PEPTIDERGIČNIH MEŠIČKOV 

Kržan in sod. (2003) so prvi pokazali uravnavano sekrecijo ANP.emd iz posameznih 

eksocitotskih mešičkov, ki je bila izzvana s povečanjem [Ca
2+

]i v astrocitih. V nadaljevanju 

smo zato raziskali vpliv sekretagoga ATP na uravnavano eksocitotsko izločanje 

fluorescentne vsebine iz peptidergičnih mešičkov v astrocitih divjega tipa in astrocitih 

PS1ΔE9. Zaporedje konfokalnih mikrografij prikazuje posamezen peptidergični mešiček v 

astrocitu divjega tipa (zgoraj) in astrocitu PS1ΔE9 (spodaj) med eksocitotskim izločanjem 

fluorescentne vsebine (fuzijska beljakovina ANP.emd) zaradi draženja celic s 100 μM ATP 

(Slika 13A). Izlitje fluorescentne vsebine (ANP.emd) mešička je vidno kot nenadno 

zmanjšanje fluorescence mešička, ki nakazuje na popolno izločanje vsebine iz njegove 

svetline (Stenovec in sod., 2004). Zaporedje mikrografij prikazuje podoben časovni potek 

izločanja vsebine pri astrocitu divjega tipa in astrocitu PS1ΔE9 (Slika 13B). Meritve časa, 

ki je potreben za zmanjšanje fluorescence mešička iz 80–20 % največje intenzitete 

fluorescence (20-80%) so razkrile zelo podoben časovni potek izločanja fluorescentne 

vsebine iz mešičkov; 0,53  0,02 s v astrocitih divjega tipa in 0,51  0,03 s v astrocitih 

PS1ΔE9 (ni prikazano; p=0,516). Hitro zmanjšanje fluorescence ANP.emd (0,5 s) 

nakazuje na hitro izločanje fluorescentne vsebine (Slika 13B), ki je indikativno za popolno 

zlitje membrane mešička s plazmalemo (Vardjan in sod., 2009). Navkljub podobnemu 

časovnemu poteku izločanja peptidov iz mešičkov, je bilo število z ATP-izzvanih 

sekrecijskih dogodkov v 4 minutnem obdobju manjše (p<0,05) v astrocitih PS1ΔE9; 8 ± 2 

(N = 8 celic) kot v astrocitih divjega tipa; 20 ± 6 (N = 8 celic) (Slika 13C). Relativna 

frekvenčna porazdelitev (Slika 13D) in relativna kumulativna frekvenčna porazdelitev 

(Slika 13E) sta razkrili podoben časovni profil z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov v 

astrocitih divjega tipa in astrocitih PS1ΔE9. Število dogodkov izzvane sekrecije je bilo 

pogostejše v prvem kot v drugem dvo-minutnem obdobju draženja celic z ATP (Slika 

13D), t.j. v obdobju, ko je aktivnost kalcija v celici bolj povečana (Slika 8).  
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Slika 13: Število z ATP-izzvanih eksocitotskih dogodkov sekrecije peptidov je manjše v astrocitih 

PS1ΔE9. (A, B) Zaporedje konfokalnih mikrografij prikazuje posamezen peptidergični mešiček v astrocitu 

wt (zgoraj) in astrocitu PS1ΔE9 (spodaj) med izločanjem fluorescentne vsebine (fuzijska beljakovina 

ANP.emd) zaradi draženja celic s 100 μΜ ATP. Hitro zmanjšanje fluorescence ANP.emd (~0,5 s) nakazuje 

hitro izločanje fluorescentne vsebine, ki je indikativno za popolno zlitje membrane mešička s plazmalemo; 

čas v desnem zgornjem kotu mikrografij je izmerjen glede na arbitrarno izhodišče (0 s). Merilo = 0,5 µm. (B) 

Normalizirani časovni potek spremembe fluorescence mešičkov (iz A). Pikčasti črti prikazujeta največjo 

(zgoraj) in najmanjšo (spodaj) intenziteto fluorescence mešičkov. Vertikalni prekinjeni črti zamejujeta 

fluorescenco mešičkov v obdobju, ki je prikazano na mikrografijah v A. Čas draženja celic s 100 μM ATP je 

ponazorjen z belim pravokotnikom. (C) Število z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov je manjše v astrocitih 

PS1ΔE9. *P<0,05 glede na astrocite wt (Mann-Whitney-jev U-test). (D) Frekvenčna porazdelitev z ATP-

izzvanih sekrecijskih dogodkov v astrocitih wt (beli stoplci) in astrocitih PS1ΔE9 (sivi stolpci) ter (E) 

kumulativna frekvenčna porazdelitev sekrecijskih dogodkov (wt, črna krivulja in PS1ΔE9, siva krivulja) 

razkrivata podoben časovni profil z ATP-izzvane sekrecije peptidov iz astrocitov wt in astrocitov PS1ΔE9; 

več dogodkov izzvane sekrecije lahko opazimo v prvem kot v drugem dvo-minutnem obdobju aplikacije 

ATP.  
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5 RAZPRAVA 

Celice astroglije so ključne homeostatske celice v CŽS, ki so vpletene v nastanek mnogih 

nevrodegenerativnih bolezni (Giaume in sod., 2007). Alzheimerjeva bolezen (AB) je 

napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene umske in spominske zmogljivosti 

človeka; je najpogostejši vzrok demence pri starostnikih (Braak in sod., 1999). Ključni 

histopatološki znaki v možganovini bolnikov z AB so senilne lehe, nevrofibrilarne pentlje, 

spremembe sinaps, vnetne spremembe in propad nevronov (Palop in Mucke, 2010; Sheng 

in sod., 2012). Najzgodnejša celična patologija, ki jo povezujejo z izgubo kognitivnih 

sposobnosti pri AB, je izguba številnih sinaps (Mucke in Selkoe, 2012; Terry, 2000); le-ta 

je lahko posledica disfunkcije astrocitov, ki so ključnega pomena za vzdrževanje delovanja 

sinaps in homeostazo ionov ter izločanje prenašalcev glije (Grolla in sod., 2013). V nalogi 

smo zato raziskali vpliv mutacije gena za PS1 (PS1ΔE9) na mobilnost in izzvano 

sekrecijsko aktivnost peptidergičnih ter na mobilnost glutamatergičnih mešičkov astrocitov 

v kulturi.  

V splošnem je bila spontana mobilnost (TL, MD, DI in hitrost) peptidergičnih mešičkov 

manjša v astrocitih PS1ΔE9; TL za 8 %, MD za 18 %, DI za 14 % in hitrost za 8 % 

glede na astrocite divjega tipa (Slike 4A-D). Podobno manjša je bila tudi spontana 

mobilnost glutamatergičnih mešičkov v astrocitih PS1ΔE9; TL za 8 %, MD za 24 %, DI 

za 19 % in hitrost za 8 % glede na astrocite divjega tipa (Slike 7A-D). Tako naše kot 

druge meritve kažejo, da so peptidergični in glutamatergični mešički astrocitov 

membranski predelki s heterogeno velikostjo (Guček in sod., 2016) in mobilnostjo 

(Potokar in sod., 2005; Trkov in sod., 2012, naše delo). Hitrost premikov peptidergičnih 

mešičkov v kontrolnih astrocitih je bila za 1/4 večja od hitrosti premikov 

glutamatergičnih mešičkov (razpon 0,04-1,22 μm/s vs. 0,06-0,66 μm/s; ANP.emd vs. 

VGLUT1-EGFP). Tako peptidergični kot glutamatergični mešički astrocitov so bili 

počasnejši od mešičkov v nevronih, ki potujejo s hitrostjo v razponu od 0,8-3,5 μm/s 

(Grafstein in Forman, 1980). Velikost peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov 

astrocitov ni bila korelirana z njihovo mobilnostjo (Sliki 5E, F in Sliki 7E, F), kar kaže, da 

velikost mešičkov ne vpliva na učinkovitost dostave sekrecijskih mešičkov do tarčnih mest 

v celici in na plazmalemi astrocitov. V astrocitih PS1ΔE9 smo izmerili manjšo povprečno 

hitrost peptidergičnih (0,35 vs 0,32 µm/s; wt vs PS1ΔE9; Slike 5A-D) in glutamatergičnih 

mešičkov (0,27 vs 0,25 µm/s; wt vs PS1ΔE9; Slike 7A-D). Čeprav so natančni 

mehanicistični razlogi za zmanjšano mobilnost mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 nejasni, 

lahko vključujejo: (a) spremenjeno 3D strukturo citoskeleta (Ebneth in sod., 1998; Yeh in 

sod., 2011), posebno mikrotubulov, ki delujejo kot tiri (Stenovec in sod., 2014) za 

transport celičnih organelov s pomočjo molekulskih motorjev (Ebneth in sod., 1998); (b) 

spremenjeno homeostazo citosolnega kalcija v AB (Abramov in sod., 2004; Lim in sod., 

2014); (c) spremenjeno mitohondrijsko proizvodnjo ATP (Ebneth in sod., 1998); ali (d) 

spremenjeno ATP-azno aktivnost molekulskih motorjev, ki prenašajo mešičke vzdolž 

elementov citoskeleta (Soldati in Schliwa, 2006). Zmanjšanje povprečne hitrosti 
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peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 lahko kaže na večje 

število obdobij mirovanja mešičkov ob elementih citoskeleta ali na manj učinkovit vlek 

mešičkov zaradi procesivne hoje molekulskih motorjev (tipično več μm brez disociacije od 

tira). Hiter in usmerjen transport sekrecijskih mešičkov na dolgih razdaljah omogočajo 

kinezini in dineini, ki »korakajo« po mikrotubulih (Goldstein in Yang, 2000). Z FAB-

povezane mutacije PS1 zmanjšajo učinkovitost hoje motornih proteinov vzdolž citoskeleta 

(Pigino in sod., 2001). Izguba funkcije PS1 poveča aktivnost glikogen-sintazne kinaze 3β 

(GSK3β), ki fosforilira kinezin in zmanjša njegovo vezavo na mešičke (Gunawardena in 

sod., 2013; Pigino in sod., 2003). In vivo, GSK3 fosforilira lahki verigi kinezina in 

povzroči njegovo sprostitev z membranskih organelov; slednje vodi v zmanjšanje od 

kinezina-1-odvisne mobilnosti mešičkov (Morfini in sod., 2002). Mutirani PS1 lahko 

spremeni funkcijo nevronov tako, da vpliva na aktivnost GSK3 in od kinezina-1-odvisno 

mobilnost mešičkov do mesta dostave in pritrjanja na plazmalemo (Pigino in sod., 2003). 

Fosforilacija citoplazemskega dineina v hepatocitih prav tako spremeni ATP-azno 

aktivnost dineina in zmanjša njegovo zmožnost za pritrjanje membranskega tovora na 

mikrotubule (Runnegar in sod., 1999). Zmanjšana učinkovitost dineina se kaže kot 

zmanjšana ATP-azna aktivnost, ki je ključna za generiranje sile, sproščene iz hidrolize 

ATP in je potrebna za transport tovora vzdolž mikrotubulov. V splošnem se zdi, da je 

zmanjšani transport mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 lahko posledica spremenjene aktivnosti 

motornih proteinov zaradi njihove fosforilacije z GSK3β (Wang in sod., 2013). Zmanjšana 

mobilnost mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 lahko odraža tudi okrnjeno strukturo citoskeleta, 

ki omogoča usmerjene premike (Soldati in Schliwa, 2006) in transport mešičkov na 

mikrometrskih razdaljah (Potokar in sod., 2008).  

V nadaljevanju smo raziskali vpliv sekretagoga ATP na mobilnost peptidergičnih in 

glutamatergičnih mešičkov. ATP aktivira ionotropne in metabotropne purinske receptorje v 

plazmalemi astrocitov ter mobilizira Ca
2+

 v citosol celic (Verkhratsky in Burnstock, 2014). 

Z ATP-izzvan kalcijev odziv je dinamičen pojav z različno amplitudo, kinetiko in 

frekvenco; odvisen je od koncentracije ATP in od vzorca draženja (Perea in Araque, 2005; 

Pasti in sod., 1997). Z meritvami sprememb fluorescence Ca
2+

 indikatorja Fluo-4 pred in 

med draženjem astrocitov z ATP (Slika 8A) smo potrdili prehodno povečanje [Ca
2+

]i z 

bifazičnim potekom (Malarkey in sod., 2008); hitremu povečanju [Ca
2+

]i je sledilo 

postopno zmanjševanje do bazalne ravni (100 nM) (Sliki 8A, B). Da bi podrobneje 

ocenili vpliv povečane aktivnosti kalcija na mobilnost sekrecijskih mešičkov v astrocitih 

wt in PS1ΔE9, smo primerjali njihovo mobilnost pred aplikacijo in med prvo ter drugo 

minuto po dodatku ATP celicam. Mobilnost obeh tipov sekrecijskih mešičkov se je 

zmanjšala po draženju astrocitov z ATP (Sliki 9 in 11). Naklon linearne funkcije na Sliki 9 

(E, F) in Sliki 11 (E, F) odraža korelacijo med prepotovano potjo (TL) in največjim 

odmikom na poti (MD) pred in med draženjem celic z ATP ter ustreza indeksu 

usmerjenosti mešičkov (DI; 0, neusmerjeni, difuzno gibljivi mešički in 1, usmerjeni, 

linearno gibljivi mešički). V splošnem so kazali peptidergični mešički precejšnjo 
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usmerjenost, naklon linearne funkcije v astrocitih wt je bil 0,73 ± 0,02 pred aplikacijo 

ATP, in je upadel na 0,59 ± 0,02 med drugo minuto draženja. Podobno je upadel tudi 

naklon linearne funkcije v astrocitih PS1ΔE9; iz 0,67 ± 0,02 na 0,53 ± 0,02. 

Glutamatergični mešički (Sliki 11 E, F) so potovali manj usmerjeno kot peptidergični 

mešički; naklon funkcije pred draženjem astrocitov wt je bil 0,35 ± 0,02 in je upadel na 

0,31 ± 0,02 med drugo minuto draženja. V astrocitih PS1ΔE9 se je naklon funkcije 

zmanjšal iz 0,24 ± 0,02 pred aplikacijo na 0,17 ± 0,01 v drugi minuti po aplikaciji ATP.  

V spontanih razmerah je bila usmerjena mobilnost sekrecijskih mešičkov manjša v 

astrocitih PS1ΔE9. Z ATP izzvano nadaljnje zmanjšanje usmerjene mobilnosti mešičkov 

lahko pojasnimo z začasno ločbo mešičkov od citoskeleta; po ločbi od tirov citoskeleta se 

le-ti premikajo zaradi Brownovega gibanja v citosolu (Stenovec in sod., 2016). Zmanjšana 

mobilnost mešičkov po aplikaciji ATP je lahko tudi posledica vpliva povečane [Ca
2+

]i na 

strukturno integriteto citoskeleta, še posebno na mikrotubule in/ali aktinske filamente, 

vzdolž katerih molekulski motorji prenašajo mešičke (Goldstein in Yang, 2000; Soldati in 

Schliwa, 2006). Ca
2+

 služi kot endogeni regulator proteina CDR (angl. »Ca
2+

-dependent 

regulator protein«), ki skrbi za prestrukturiranje mikrotubulov (Marcum in sod., 1978). 

Omrežje mikrotubulov je stabilno pri [Ca
2+

]i < 1 μM, povečana [Ca
2+

]i, >1-4 μM lahko 

poruši mikrotubulsko omrežje (Schliwa in sod., 1981). Presenilini interagirajo z 

mikrotubuli in mikrofilamenti (Pigino in sod., 2001), vključno s proteinom tau, ki je 

povezan z mikrotubuli (Takashima in sod., 1998) in proteinom filaminom, ki je povezan z 

aktinskimi filamenti (Zhang in sod., 1998). FAB mutacije v PS1 in motena homeostaza 

Ca
2+

 v astrocitih lahko vplivajo tudi na znotrajcelične in medcelične signalne poti, 

vključno s procesiranjem APP in odstranjevanjem A (Mattson, 2004); povzročita lahko 

destabilizacijo citoskeletnega omrežja in posledično motnje v transportu sekrecijskih 

mešičkov (Pigino in sod., 2001). Spremenjena kalcijeva signalizacija in posledična 

toksičnost glutamata (Mattson, 2004; Mattson in Chan, 2003) lahko dolgoročno povzročita 

patološke spremembe, značilne za AB (Stenovec in sod., 2016). 

Z raziskavami vpliva ekscitacijskega draženja na mobilnost mešičkov smo ugotovili, da se 

mobilnost po začetnem in izrazitem zmanjšanju, ki sovpada s povečanjem [Ca
2+

]i, deloma 

normalizira (Slika 10 in Slika 12). Normalizacija mobilnosti je skladna s postopnim 

zmanjševanjem [Ca
2+

]i proti bazalni ravni (Slika 8B). V drugi minuti draženja celic z ATP, 

se je mobilnost mešičkov (TL, MD, DI in hitrost) le deloma povrnila na raven pred 

draženjem celic. Težnja po normalizaciji mobilnosti mešičkov je bila večja v astrocitih 

divjega tipa in manjša v astrocitih PS1ΔE9. PS1 kot holoproteini pomembno vplivajo na 

homeostazo kalcija (McBrayer in Nixon, 2013). O povečanem sproščanju Ca
2+

 iz ER skozi 

IP3 receptorje so poročali že Ito in sod. (1994), kar so potrdile tudi poznejše raziskave na 

drugih celičnih linijah (Stutzmann in sod., 2004; Guo in sod., 1996; Chan in sod., 2000). V 

novejših raziskavah so povečano puščanje Ca
2+

 označili za pridobljeno funkcijo mutacije 

PS1, zaradi katere lahko pride do močnejše aktivacije IP3 receptorjev (Cheung in sod., 

2010) in povečane ekspresije rianodinskih receptorjev (Stutzmann in sod., 2006). 
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Holoproteini PS1 so tudi pasivni kalcijevi kanali v membranah ER; nekatere mutacije v 

PS1 onemogočijo puščanje Ca
2+

 iz ER, kar vodi v prebitek Ca
2+

 znotraj ER in povečano 

aktivacijo IP3 receptorjev ter povečanje [Ca
2+

]i (Tu in sod., 2006; Supnet in sod., 2011). 

Povečana [Ca
2+

]i lahko aktivira kalpain 1 in kalpain 2, močno izraženi proteazi v CŽS 

(Goll in sod., 2003), ki cepita citoskeletne proteine, transkripcijske faktorje in proteine 

vpletene v signalno transdukcijo ter sinapsah (Ferreira, 2012). V sinapsah so odgovorni za 

vzdrževanje od Ca
2+

-odvisnih funkcij, kot so sproščanje živčnih prenašalcev, sinaptično 

plastičnost, transport veziklov in strukturno stabilnost (Wu in Lynch, 2006). Prekomerna 

aktivacija kalpainov ima lahko usodne posledice za celico, saj privede do patološke 

aktivacije GSK3 (Goni-Oliver in sod., 2007) in hiperfosforilacije proteina tau ter 

nastanka nevrofibrilarnih pentelj (McBrayer in Nixon, 2013). Kalpaini lahko cepijo tudi 

IP3 receptorje in jih trajno aktivirajo; vse to lahko moti homeostazo Ca
2+

 in pripomore k 

nastanku FAB (Kopil in sod., 2011). V astrocitih z izraženim mutantom PS1, ki je a priori 

okvarjena sodelujoča komponenta citoskeleta, smo tako ugotovili zmanjšano usmerjeno 

mobilnost mešičkov glede na astrocite divjega tipa.  

Povečana [Ca
2+

]i v astrocitih sproži sekrecijo fluorescentnih peptidov (ANP.emd) iz 

nekaterih peptidergičnih mešičkov (Kržan in sod., 2003). Naše meritve izzvane sekrecijske 

aktivnost peptidergičnih mešičkov (Slika 13) so skladne z elektrofiziološkimi meritvami 

Krefta in sod. (2004), ki so pokazali, da povečanje [Ca
2+

]i izzove povečanje kapacitivnost 

membrane astrocita zaradi zlivanja številnih mešičkov s plazmalemo. Z uravnavano 

eksocitozo se verjetno sproščajo tudi drugi kemični prenašalci astrocitov (Kržan in sod., 

2003; Bezzi in sod., 2004; Zhang in sod., 2004), ne le glutamat (Parpura in sod., 1995). 

Kinetika uravnavane eksocitoze v astrocitih je za ~dva velikostna razreda počasnejša v 

primerjavi z nevroni (Kreft in sod., 2004). Mehanicistični razlogi za to razliko še niso 

pojasnjeni; vključujejo lahko počasnejšo dostavo sekrecijskih mešičkov do plazmaleme 

in/ali različne mehanizme zlivanja mešičkov s plazmalemo; astrocitni mešički na površini 

ne izražajo sinaptotagmina I, ki je Ca
2+

 senzor odgovoren za hiter sinaptični prenos v 

nevronih (Geppert in sod., 1994). Mobilnost astrocitnih mešičkov na daljših razdaljah (več 

μm) proti mestom zlitja na plazmalemi, je zelo uravnavana in odvisna od dinamike 

elementov citoskeleta (Kreft in sod., 2016).  

Uravnavano eksocitozo v astrocitih prožijo sekretagogi, ki povečajo [Ca
2+

]i (Burgoyne in 

Morgan, 1995; Calakos in Scheller, 1996). Za eksocitozo peptidergičnih mešičkov je 

značilno prehodno zlivanje tipa »poljub in pobeg« (angl. »kiss-and-run«), eksitacijsko 

draženje celic poveča frekvenco fuzijskih/sekrecijskih dogodkov (Stenovec in sod., 2004; 

Vardjan in sod., 2007). Z ATP-izzvano povečanje [Ca
2+

]i v astrocitih (Slika 8B) je izzvalo 

nenadne spremembe intenzitete fluorescence eksocitotsko aktivnih peptidergičnih 

mešičkov, ki nakazujejo na izločanje fluorescentne vsebine (Slika 13A, B). Število z ATP-

izzvanih dogodkov sekrecije je bilo večje v prvi in manjše v drugi minuti draženja 

astrocitov z ATP (Sliki 13D, E), kar sovpada s povečano aktivnostjo Ca
2+

 v prvi minuti 

draženja celic (Slika 8A). Število z ATP-izzvanih sekrecijskih dogodkov je bilo manjše v 
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astrocitih PS1ΔE9 (Slika 13C). Tudi sinaptična aktivnost lahko povzroči povečanje [Ca
2+

]i 

v astrocitih in nato sproščanje ANP iz sekrecijskih mešičkov za uravnavanje krvnega 

pretoka (vazodilatacije) v možganih (Kržan in sod., 2003). Povzamemo lahko, da izločanje 

ANP poteka z uravnavano (od Ca
2+

-odvisno) eksocitozo (Kržan in sod., 2003). Z ATP-

izzvano izločanje fluorescentne vsebine iz posameznega mešička je hitro; poteče v 0.5 s 

(Slika 13B) in je skladno s predhodnimi ugotovitvami o hitri sekreciji peptidnih 

prenašalcev glije (Trkov in sod. 2012; Stenovec in sod., 2016). Nemotena in učinkovita 

dostava mešičkov do mest sekrecije zahteva celovit sistem citoskeletnega omrežja; 

mikrotubule, aktinske filamente in tudi intermediarne filamente (Potokar in sod., 2007). 

Mutacije v PS1 lahko destabilizirajo tirnice citoskeleta in onemogočijo učinkovit transport 

sekrecijskih mešičkov do tarčnih mest na plazmalemi (Pigino in sod., 2001). Na podlagi 

teh meritev lahko zaključimo, da z ATP-izzvano povečanje [Ca
2+

]i potencialno vpliva tudi 

na spremembo strukture citoskeletnega omrežja. 

V našem delu smo prvič pokazali, da izražanje mutiranega PS1ΔE9 v astrocitih v kulturi 

zmanjša mobilnost peptidergičnih in glutamatergičnih sekrecijskih mešičkov ter od Ca
2+

-

odvisno sekrecijo peptidnih prenašalcev glije; ugotovljene motnje lahko dolgoročno 

prispevajo k nastanku FAB. 
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6 SKLEPI 

V nalogi smo ugotavljali vpliv izražanja mutanta PS1ΔE9 na učinkovitost znotrajceličnega 

transporta sekrecijskih mešičkov v mirovanju in po draženju celic z ATP ter na jakost 

izzvane sekrecije peptidov iz posameznih mešičkov astrocitov podgane v kulturi. Astrocite 

smo transfecirali s plazmidno DNA z zapisom za PS1ΔE9 in ANP.emd ali VGLUT1-

EGFP ter v realnem času s konfokalnim mikroskopom opazovali premike mešičkov in 

izločanje njihove vsebine.  

Na podlagi naših rezultatov lahko zaključimo: 

 Peptidergični in glutamatergični sekrecijski mešički astrocitov so različno mobilni 

membranski predelki. Peptidergični mešički so bolj mobilni od glutamatergičnih 

mešičkov. 

 Oba tipa sekrecijskih mešičkov kažeta usmerjene in neusmerjene premike. Poti 

usmerjenih mešičkov so podolgovate, poti neusmerjenih mešičkov so »točkaste«. 

Usmerjeni mešički se aktivno premikajo vzdolž elementov citoskeleta, 

neusmerjeni pasivno s prosto difuzijo.  

 Velikost peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov ne vpliva na njihovo 

mobilnost. 

 Ekspresija mutiranega presenilina 1 (PS1ΔE9) v astrocitih zmanjša spontano 

mobilnost peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov. 

 Draženje astrocitov z ATP prehodno poveča [Ca
2+

]i; hitremu in strmemu 

povečanju [Ca
2+

]i sledi postopno zmanjševanje do bazalne ravni (100 nM). 

 Z ATP-izzvano povečanje [Ca
2+

]i sovpada z zmanjšanjem usmerjene mobilnosti 

peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov; mobilnost mešičkov se na daljši rok 

deloma normalizira. Z ATP-izzvano zmanjšanje usmerjene mobilnosti mešičkov je 

izrazitejše v astrocitih PS1ΔE9. Težnja po normaliziranju mobilnosti mešičkov je 

manjša v astrocitih PS1ΔE9. 

 Sproščanje sekrecijskih peptidov (ANP) iz astrocitov poteka z od Ca
2+

-odvisno 

eksocitozo. Število z ATP-izzvanih dogodkov sekrecije peptidov je manjše v 

astrocitih PS1ΔE9, verjetno zaradi manj učinkovite dostave mešičkov do tarčnih 

mest na plazmalemi. 
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7 POVZETEK 

Astrociti so heterogene celice glije, ki zagotavljajo presnovno in trofično podporo 

nevronom. Motnje in/ali odpoved funkcije astrocitov lahko vodijo do nastanka 

nevrodegenerativnih bolezni, kot je Alzheimerjeva bolezen (AB), za katero je značilen 

propad nevronov v časovnem obdobju več let. Pri familiarni obliki AB so našli mutirane 

gene za preseniline (PS), ki spremenijo procesiranje APP in kalcijevo signalizacijo celic. V 

našem delu smo zato raziskali vpliv mutiranega PS1 (PS1ΔE9) na učinkovitost 

znotrajceličnega transporta sekrecijskih mešičkov in jakost izzvanega sekrecijskega odziva 

astrocitov podgane v kulturi. Nekatere astrocite smo dvojno transfecirali s plazmidom za 

PS1ΔE9 in ANP.emd ter preiskovana procesa primerjali z enojno transfeciranimi astrociti, 

ki so poleg endogenega PS1 izrazili le fluorescentni označevalec peptidergičnih mešičkov. 

Druge astrocite smo dvojno transfecirali s plazmidom za PS1ΔE9 in VGLUT1-EGFP ter 

mobilnost fluorescentnih glutamatergičnih mešičkov primerjali z enojno transfeciranimi 

astrociti. V časovnih sekvencah konfokalnih mikrografij smo izmerili spontano in z ATP-

izzvano mobilnost fluorescentih mešičkov ter kvantificirali delež sekrecijsko aktivnih 

mešičkov in ovrednotili dinamiko izločanja njihove vsebine. 

Spontana mobilnost peptidergičnih in glutamatergičnih mešičkov v astrocitih PS1ΔE9 je 

bila manjša v primerjavi z astrociti divjega tipa, kar je lahko posledica spremenjene 

aktivnosti motornih proteinov in/ali okrnjene strukturne integritete citoskeleta v astrocitih 

PS1ΔE9. Spontana mobilnost sekrecijskih mešičkov ni bila povezana z njihovo velikostjo. 

Aplikacija ATP na astrocite je prehodno mobilizirala Ca
2+

 v citosol celic; hitro in močno 

povečanje [Ca
2+

]i je sovpadalo z zmanjšanjem mobilnosti peptidergičnih in 

glutamatergičnih mešičkov. Z ATP-izzvano zmanjšanje usmerjene mobilnosti mešičkov je 

bilo izrazitejše v astrocitih PS1ΔE9. Mobilnost mešičkov se je deloma restavrirala po 

ekscitacijskem draženju celic; težnja po restavriranju mobilnosti mešičkov je bila manjša v 

astrocitih PS1ΔE9. 

Ekscitacijsko draženje astrocitov je izzvalo nenadno zmanjšanje fluorescence 

peptidergičnih mešičkov, ki kaže na popolno zlitje membrane mešičkov s plazmalemo in 

hitro izločanje njihove vsebine; v 0,5 s. Dinamika izločanja vsebine iz posameznih 

mešičkov je bila podobna v PS1ΔE9 in astrocitih divjega tipa. Sekrecijski dogodki so bili 

pogostejši v prvi kot v drugi minuti draženja celic z ATP, kar sovpada s povečano 

aktivnostjo znotrajceličnega kalcija v prvi minuti draženja celic. Število sekrecijskih 

dogodkov je bilo manjše v astrocitih PS1ΔE9, verjetno zaradi okrnjenega transporta 

sekrecijskih mešičkov vzdolž elementov citoskeleta do tarčnih mest na plazmalemi.  

Zaključujemo, da mutant PS1ΔE9, ki deluje kot bolj prepustni kalcijev kanal v membrani 

ER, poveča [Ca
2+

]i in potencialno zmanjša aktivnost molekulskih motorjev ali vpliva na 

strukturno integriteto citoskeletnega omrežja, ob katerem poteka hiter in učinkovit 

transport sekrecijskih mešičkov do mest zlivanja na plazmalemi astrocitov.   
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prijaznost, potrpežljivost in čas, ki ga je vedno našel.  

Hvala tudi dr. Saši Trkov Bobnar za uvajanje v laboratorijsko delo in sodelavcem Inštituta 

za vso pomoč in sproščeno vzdušje.  

Zahvaljujem se somentorju prof. dr. Marku Kreftu in recenzentu prof. dr. Robertu Zorcu za 

temeljit pregled magistrskega dela in koristne pripombe. Prav tako hvala prof. dr. Petru 

Mačku za hiter pregled magistrskega dela.  

Kolegom biologom hvala za prijetne študijske in nepozabne obštudijske urice.  

Nenazadnje prisrčna hvala moji družini za zgled in moralno ter finančno podporo tekom 

študija.  

 


