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POVZETEK

Ena izmed funkecij astrocitov je vzdrzevanje homeostaze v mozganih. Na svoji membrani
izrazajo Stevilne transporterje, preko katerih privzemajo v zunajceli¢ni prostor sproscene
nevrotransmiterje, tudi histamin. Ceprav specifi¢en transporter za histamin na astrocitih e
ni poznan, je znano, da astrociti privzemajo histamin z aktivnim transportom in

elektrodifuzijo.

V diplomskem delu smo Zeleli ugotoviti, kako se spremenijo lastnosti privzema histamina,
¢e kulture astrocitov prehodno izpostavimo hipoksiji ter odstranimo glukozo in serum, ter
kako na funkcijo privzema histamina vpliva dodatek deksametazona pred oziroma po

hipoksiji.

Poskuse smo izvedli v primarnih kulturah astrocitov. Po 3 tednih v drugi pasazi (ko kulture
postanejo konfluentne) smo hranilni medij zamenjali z medijem brez dodane glukoze in
seruma ter jih izpostavili hipoksi¢nim razmeram z 0,2 % O, in 5 % CO»; to je trajalo 1, 3
0z. 6 ur. Nato smo medij znova zamenjali z gojilnim in celice za 21 ur prestavili v
inkubator s 95 % zrakom in 5 % CO,. Znacilnosti in spremembe privzema histamina v
astrocite po hipoksiji in reperfuziji smo ugotavljali s pomo&jo radioaktivno oznacenega *H-

histamina.

Pomanjkanje kisika in hranil povzroci funkcionalne poSkodbe astrocitov, kar vpliva na
lastnosti transporta histamina. Pomanjkanje kisika in hranil ni imelo znacilnega vpliva na
celokupni privzem histamina v primerjavi s kontrolo, pokazale pa so se znacilne razlike pri
primerjavi parametrov specificnega privzema; po vseh eksperimentalnih ishemijah je
maksimalen specifi¢ni privzem zmanjSan vsaj za dvakrat v primerjavi s kontrolo. Znacilne
so bile tudi razlike pri primerjavi Michaelis-Mentenove konstante specificnega privzema.
Dodatek deksametazona na privzem histamina ni imel vpliva, saj pri primerjavi privzema
ni bilo statisticno znacilnih razlik med kontrolo in kulturami, ki so bile izpostavljene
ishemiji. Prav tako se ni izkazala nobena razlika, ¢e smo deksametazon dodali pred

eksperimentalno ishemijo ali po nje;j.

Zaklju¢imo lahko, da izpostavitev astrocitov pomanjkanju kisika in hranil vpliva na
kineti¢ne lastnosti, ne pa na koli¢ino celokupno privzetega histamina in delovanje

deksametazona.
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ABSTRACT

One of the many astrocyte functions is the maintenance of homeostasis in the brain.
Astrocytes express many different transporters on their membranes, through which the
uptake of released neurotransmitters, including histamine, takes place. Histamine is taken
up into astrocytes by passive electrodiffusion and by active transport, although the specific

histamine transporter hasn't been yet determined.

Our goal was do determine, how the characteristic of histamine uptake into astrocytes
change, if the astrocyte cultures are previously exposed to oxygen and glucose deprivation
(OGD). We were also interested in the effect of dexamethasone on histamine uptake,

added prior to or after the OGD.

The experiments were performed on primary cultures of astrocytes prepared from neonatal
rats. Confluent astrocyte cultures after three weeks in the second passage were incubated in
glucose and serum deprived medium under hypoxic conditions, 0,2 % O, in 5 % CO, for
1, 3 or 6 hours. Thereafter the medium was replaced with a normal one and cultures were
incubated in 95 % air and 5 % CO; for additional 21 hours (reperfusion). Histamine uptake

was initiated by exposing astrocytes to tritium marked histamine.

Glucose and oxygen deprivation causes functional damage of astrocytes, which affect the
characteristics of histamine uptake. The effect on total histamine uptake wasn’t
significant, but the parameters of specific histamine uptake were significantly different
from the control values; in each case, OGD caused at least a double reduction in the
maximal specific uptake value, comparing to the control. The differences in Michaelis-
Menten constant were also significant. Addition of dexamethasone to the astrocyte culture
didn’t have an effect on total histamine uptake after OGD. Also, there were no significant
differences in the uptake, if dexamethasone was added prior to or after the oxygen and

glucose deprivation.

We can conclude, that the exposure of astrocyte cultures to OGD effects the kinetic
properties of histamine uptake, but not the total histamine uptake or the impact of

dexamethasone.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ABC - prenasalec z ATP-vezavno domeno - ATP binding cassette

AP - akcijski potencial

ATP - adenozin trifosfat

cAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat

CZS - centralni Zivéni sistem

DMEM - po Dulbeccu spremenjen Eaglov medij - Dulbecco's modified Eagle medium
GABA - y-amino butirna kislina

GFAP - glialni fibrilarni acidni protein

GPCR - z G-proteinom sklopljeni receptorji - G-protein coupled receptors
GSH - glutation

HDC - histidin dekarboksilaza

HNMT - histamin N-metiltransferaza

KMB - krvno mozganska bariera

MATE - transportni protein za razna zdravila in toksine - multidrug and toxin antiporters

NMDA - N-metil D-aspartatni receptor

OCT - transporter za organske katione - organic cation transporter
OGD - odtegnitev kisika in glukoze - oxygen-glucose deprivation
PARP - poli(ADPriboza)polimeraza

PMAT - membranski transporter za monoamine - plasma membrane monoamine
transporter

REM - hitro ocesno gibanje (faza spanja) - rapid-eye-movement
ROS - reaktivne kisikove spojine - reactive oxygen species
SLC - druzina membranskih transportnih proteinov - solute carrier transporters

tMH - tele-metilhistamin
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1. UVOD

1.1 CENTRALNI ZIVCNI SISTEM

1.1.1 NEVRONI
Zivéni sistem je zgrajen iz Zivénih celic, oz. nevronov in njihovih podpornih celic, oz.
glije. Clovesko telo ima priblizno 10 milijard nevronov, celic glije pa je $e priblizno 10 do

50-krat vec (1, 2, 3).

Nevron je sestavljen iz celicnega telesa in izrastkov. Telo nevrona je relativno majhno,
vendar predstavlja metabolni center celice, zato poleg jedra z genskim materialom vsebuje
tudi obilico mitohondrijev in endoplazmatski retikulum, kjer se sintetizirajo celi¢ni
proteini. Iz telesa nevrona rasteta dve vrsti izrastkov; vec kratkih dendritov in en dolg,
tubularni akson. Dendriti so razvejani, njihova naloga pa je sprejemanje in procesiranje
signalov iz drugih nevronov. Nasprotno so aksoni namenjeni prenasanju signalov k drugim
nevronom; pri internevronih aksoni ostajajo v izvorni regiji CZS in so dolgi od par
milimetrov do par centimetrov, v primeru projekcijskih nevronov, ki poSiljajo aksone na

periferijo, pa so lahko dolgi tudi do 3 metrov (1, 2).

Nevroni se stikajo z drugimi nevroni, mi§i¢nimi in drugimi tarénimi celicami, raznimi
Cutilnimi senzorji, itd. Osnova delovanja CZS je prevajanje elektro-kemi¢nih impulzov,
imenovanih tudi akcijski potenciali. Glede na smer prevajanja signala lahko nevrone
delimo na aferentne, ki prevajajo v smeri proti osrednjemu Zivéevju, eferentne, ki prevajajo
v smeri od osrednjega Ziv€evja ter internevrone, ki povezujejo aferentne in eferentne
nevrone ter omogocajo modulacijo prenosa s pomocjo ekscitatornih in inhibitornih

potencialov (4).

1.1.2 AKCIJSKI POTENCIAL

Akcijski potencial je kratkotrajen prehoden preobrat membranskega potenciala celice;
prozenja akcijskih potencialov so zmozne le vzdrazne celice, to so zivéne in miSi¢ne
celice. Vzrok za pojav AP je sprememba prepustnosti membrane za posamezne ione, kar

povzro¢i depolarizacijo celice. Da se AP sprozi, se mora membrana depolarizirati do
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dolocene prazne vrednosti; ko je ta vrednost dosezena, se sprozi akcijski potencial. Ta je
vedno enak, ne glede na jakost in trajanje drazljaja, zato pravimo, da gre za odgovor 'vse

ali ni¢' (5).

Akcijski potenciali so zelo hitri in prehodnega znacaja; njihova amplituda je 100 mV,
trajajo pa priblizno 1 ms. SproZijo se na posebni sprozilni regiji aksona, natanéneje na
prehodu some v akson (t.i. aksonski stozec). Od tam se prevajajo vzdolz aksona s hitrostjo
1 do 100 m/s. Pri tem potencial ostaja nespremenjen, saj se ponovno regenerira vzdolz
aksona; nastanek AP na enem mestu membrane povzro€i kriti€éno spremembo napetosti v
sosescini, zato se membrana depolarizira tudi tam. Prozenja AP so sposobni tudi dendriti,

da lahko prenaSajo informacijo do telesa celice (1, 6, 7).

1.1.3 NEVROGLIJA

Nevroglija je bila najprej smatrana kot mozgansko lepilo, ki ne prispeva k vi§jim
mozanskim funkcijam, vendar je uporaba histoloskih tehnik s pomoc¢jo kovinskih barvil
omogocila opredelitev glije kot samostojnih celic v osrednjem zivcevju. Ugotovljeno je
bilo, da celice glije igrajo pomembno podporno vlogo pri komunikaciji v Zivéni mrezi. So
ektodermalnega izvora, prav tako kot nevroni, vendar niso vzdrazne. Velik pomen imajo
pri razvoju mozganov, saj vodijo migracijo rasto¢ih nevronov med odras¢anjem;
pomembne so tudi za nadaljnjo funkcijo zrelih nevronov. Prilagodljivost glije na
spremembe v celicnem in ekstracelularnem okolju je klju¢nega pomena za normalno

funkcijo Ziv€énega sistema (6, 8, 9).

Tudi celice nevroglije so sposobne komunikacije preko glialne mreze, ki podpira prenos
informacij preko nevronov; npr. astrociti tvorijo Stevilne presledkovne stike, ki omogocajo
medcelicno komunikacijo z drugimi astrociti in tudi nevroni predvsem z uporabo
kalcijevih tokov. Stevilna spoznanja o specializaciji nevronov in glialnih celic ter njihovih
Stevilnih interakcijah odpirajo nove poglede v razumevanju patoloskih procesov v

osrednjem ziv€evju (8, 9).

Med evolucijo je delez celic glije v mozganih narasc¢al; pri vinski musSici predstavlja glija
25 %, pri glodalcih 65 %, pri ljudeh pa kar 90 % vseh mozganskih celic. To nakazuje na

velik pomen glije pri zapletenih procesih v osrednjem zivcevju (9).
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Glijo delimo na 2 glavna tipa, mikroglijo in makroglijo, makroglijo pa Se podrobneje na

astrocite, oligodendrocite in Schwannove celice (1).

Z imenom mikroglija oznacujemo fagocite v Zivénem sistemu, ki se aktivirajo ob
poskodbi, okuzbi ali bolezni; skupaj z limfociti in makrofagi, ki prihajajo v CZS iz
periferije, tvori mozganski imunski sistem. Druge vloge mikroglije so manj poznane (1,

6).

Oligodendrociti in Schwannove celice so majhne celice z relativno malo procesi. Njihova
glavna funkcija je tvorba mielinske ovojnice, ki obdaja aksone; oligodendrociti opravljajo
to vlogo v osrednjem ziv€evju, Schwannove celice pa v periferinem. Mielinska ovojnica je
bogata z lipidi ter vsebuje malo vode, zato ima vlogo elektricnega izolatorja, ki omogoca

hitrejSe prevajanje akcijskega potenciala in manjSo porabo ATP pri tem procesu (1, 7, 9).

Astrociti
Astrociti so najbolj Stevilne celice glije; predstavljajo 25-50 % celi¢nega volumna vecine regij

¢loveskih mozganov. Imenujejo se po njihovi nepravilni, zvezdasti obliki s Stevilnimi
dolgimi izrastki. Nekateri izrastki imajo na koncu zadebelitve, ki tvorijo stike s povrSino
nevronov, zato se domneva, da sodelujejo v dostavi hranil zivénim celicam. Astrociti so
lahko tudi povezani s povr§ino mozganskih krvnih zil ali pa omogocajo endotelijskim
celicam tvorbo tesnih stikov, s ¢imer sodelujejo pri krvno-mozganski barieri (1, 4, 6, 8,

10).

V odraslih sesalskih mozganih so astrociti prisotni v dveh glavnih oblikah, vlaknasti
(fibrilarni), ki prevladujejo v beli mozganovini in protoplazmatski, ki obstajajo v glavnem
v sivi moZganovini. V glavnem se jih identificira histolosko, saj vecina teh celic izraza

glialni fibrilarni acidni protein (GFAP), ki ga najdemo le na teh tipih celic (10).

Njihova zvezdasta oblika z mnogimi izrastki jim omogoca, da obdajajo nevronske sinapse.
Perisinapti¢ni astrociti ne zapolnjujejo samo prostora, ampak so enakovredni ¢lani tako
imenovane tridelne sinapse, ki sestoji iz pre- in postsinapticne nevronske celice ter

perisinapti¢nih astrocitov (10).
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Slika 1: Astrocita, vzgojena iz korteksa neonatalnih podgan v primarni kulturi, oznacena s
protitelesi proti GFAP (za astrocite znacilen protein). Slika je bila posneta v Referenénem
centru za konfokalno mikroskopijo Carl-Zeiss Laboratorija za nevroendokrinologijo in
celi¢no fiziologijo, Institut za PAFI.

Funkcije astrocitov
Odkrili so, da astrociti po stimulaciji z nevrotransmiterji in drugimi signalnimi molekulami

sproscajo razne prenasalce, citokine, rastne faktorje in molekule zunajcelicnega matriksa, s

¢imer aktivno in neposredno sodelujejo pri procesih v osrednjem Zivéevju (8).

Astrociti izkoriS€ajo glukozo znacilno bolje kot nevroni. Predstavljajo glavno skladisce
glikogena v CZS in tako zalagajo nevrone z glukozo. Kljub dejstvu, da so zaloge
glikogena v astrocih relativno majhne (10x manjsSe kot v skeletni misici, 100x manjse kot v

jetrih), vseeno predstavljajo edino energijsko rezervo znotraj CZS (10).

. . v .y ey e . . + + - -

Na membranah astrocitov so izrazeni Stevilni ionski kanali, kot npr. za K', Na', CI', HCOs3

. + .. . . . . .. + .

in Ca®". Astrociti so pomembni pri ohranjanju prave koncentracije K' ionov v
. . . . v +

ekstracelularnem prostoru med nevroni, saj so sposobni privzema preseznega K’ preko

astrocitnih presledkovnih stikov s procesom, imenovanim prostorsko uravnavanje (ang.

spatial buffering), s ¢imer $¢itijo nevrone pred stalno depolarizacijo (6, 10, 11).

Morda so povezani tudi z uravnavanjem krvnega pretoka v CZS. Po intenzivni nevronski
aktivnosti presezni glutamat aktivira sosednje astrocite preko vezave na metabotropne
glutamatne receptorje, s Cimer se sprozi spro$¢anje raznih mediatorjev (npr.
prostaglandinov), ki razsirijo lokalne arteriole in povecajo krvni pretok ter zalogo kisika v

aktivnih predelih moZganov. Aktivirajo se tudi od Ca®" odvisni K kanali; pri tem iz
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astrocitov izhaja K, kar naj bi prav tako vplivalo na Zilni tonus preko hiperpolarizacije in

.....

Med nevrotransmisijo se Vv sinapticno Spranjo sprostijo visoke koncentracije
nevrotransmiterjev in ionov. Da se prepre¢i predolga sinapti¢na aktivnost, ki lahko
povzroci epilepti¢no aktivnost ali ekscitotoksi¢ne zivéne poskodbe, se mora presezek
nevrotransmiterjev hitro odstraniti. Pri tem procesu sodelujejo tudi perisinapti¢ni astrociti,
saj so sposobni privzema nevrotransmiterjev iz sinapti¢ne Spranje; preko tega mehanizma

uravnavajo sinapti¢no aktivnost (10).

Dolgo je Ze znano, da na astrocitih obstajajo zelo mocni sistemi za privzem Stevilnih
aminokislinskih transmiterjev, Se posebej ekscitatornih aminokislin glutamata in aspartata.
Predlagano je bilo, da se glutamat po sprostitvi iz Zivénih konc¢i¢ev privzema v astrocite,
kjer se metabolizira do glutamina z encimom glutamin-sintetazo, ki je specificen za
astrocite. To je bil prvi primer delitve dela pri metabolizmu med nevroni in glijo. Astrociti
in zivéne celice tvorijo skupaj metabolno enoto, saj del presnove glutamata poteka le v
astrocitih. Omenjeno hipotezo je dodatno podprlo odkritje Se ve¢ pomembnih encimov,
specificnih za astrocite, kot so piruvat-karboksilaza, doloCene izoforme laktat-
dehidrogenaze in malat-dehidrogenaza. Delitev dela pri metabolizmu nekaterih

nevrotransmiterjev je zelo pomembna za nevrokemijo (12).

1.1.4 KOMUNIKACIJA PREKO SINAPS

Do konca 19. stoletja so bili mnogi fiziologi mnenja, da med Zivci obstajajo neposredne
fizine povezave, preko katerih lahko komunicirajo, vendar so Studije Golgija in drugih
prepricale mnoge histologe, da so Zivci sicer lahko zelo blizu, vendar so vmes prekinjeni

prostori, ki so bili imenovani sinapse (13).

Sinapsa
Sinapsa je posebna struktura, udeleZena v prenos informacij z enega nevrona na drugega;

tipino je sestavljena iz presinapticnega elementa (zadebeljen zaklju¢ni del aksona) in
postsinapti¢nega elementa, ki je najpogosteje dendrit. Vecina aksonov tvori sinapse z
dendriti postsinapti¢nih nevronov, v manjsi meri pa tudi z njihovimi telesi ali aksoni. Med
celicama vecinoma ni fiziéne povezave, ampak sta presinapti¢na in postsinapti¢na celica

lo¢eni z majhnim prostorom, imenovanim sinapti¢na Spranja; vendar je ne smemo smatrati
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kot prazen prostor med dvema strukturama, saj sta pre- in postsinapti¢ni del sinapse tesno

vezana tako en na drugega kot na ekstracelularni matriks s Stevilnimi proteini, pa tudi

preko perisinapti¢nih astrocitov (1, 6).

Vsak nevron tvori v povprecju 1000 sinaps s sosednjimi nevroni; ekstremen primer so npr.

Purkinijeve celice, ki jih lahko tvorijo ve¢ kot 100.000. V povprecju bi naj bilo v ¢loveskih

mozganih ve¢ kot 1 x 10" sinaps (3, 6).

Vrste sinaps
Glede na razdaljo med pre- in postsinapticnim elementom delimo sinapse na elektri¢ne in

kemicne:

Pri elektri¢ni sinapsi presinapti¢ni akson in postsinapti¢na celica nista popolnoma
loceni, zato lahko tok, ki nastane pri AP, potuje neposredno v postsinapti¢no celico
preko presledkovnih stikov, ki fizicno povezujejo citoplazmo presinapti¢ne in
postsinaptic¢ne celice.

Prenos preko elektri¢nih sinaps je hiter, vendar preprost; v glavnem prenasSajo
preproste depolarizirajoCe signale, odsotna pa je inhibitorna aktivnost ali
povzrocanje trajnejSih sprememb v elektri¢nih lastnostih postsinapticne celice.
Elektri¢nih sinaps je malo, najdemo jih predvsem v specializiranih regijah, kjer je
za normalno funkcijo potrebna visoka sinhroniziranost sosednjih nevronov (1).

Pri kemi¢ni sinapsi je med obema celicama Spranja, zato neposreden prenos signala
ni mogo¢. Sprememba v membranskem potencialu presinapticne celice vodi v
spros€anje kemicnih transmiterjev iz terminalnega dela celice. Transmiterji
difundirajo preko sinapticne Spranje in se veZejo na receptorje na postsinapticni
membrani.

Kemic¢ne sinapse so sposobne vecje raznolikosti signaliranja in s tem tudi bolj
kompleksnih ucinkov na postinapticno celico. Zmozne so ekscitatorne ali
inhibitorne modulacije u¢inka na postinapti¢ne celice in lahko v njih povzrocajo

elektri¢ne spremembe, ki trajajo tudi do ve¢ minut (1).
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Kemijska nevrotransmisija
Kemijska transmisija je glavni na¢in komunikacije med nevroni v Zivénem sistemu. Pre- in

postsinapti¢ni dogodki so mocno regulirani in se lahko spreminjajo v odvisnosti od

uporabe, kar je osnova za plastiénost in uéenje v CZS (13).

Koraki nevrotransmisije:

1.

4.

Sinteza nevrotransmiterja v presinapticnem nevronu: Za sintezo je potrebna

prisotnost ustreznih prekurzorjev v nevronu. Encimi, ki so udelezeni v pretvorbi
prekurzorja v nevrotransmiter, morajo biti prisotni v aktivni obliki in lokalizirani na
ustreznem delu nevrona; prav tako tudi vsi kofaktorji, potrebni za encimsko

aktivnost (14).

Shranjevanje nevrotransmiterja in/ali prekurzorja v terminalnem delu

presinapti¢nega nevrona: Nevrotransmiterji se po sintezi prenesejo v vezikle s

pomocjo vezikularnih transportnih proteinov; tam so zasCiteni pred encimsko
razgradnjo in pripravljeni na sprosc¢anje. Pri klasi¢nih nevrotransmiterjih so
sinapti¢ni vezikli majhni (< 50 nm), nevropeptidni transmiterji pa so shranjeni v
vecjih veziklih (< 100 nm). Vezikli se nahajajo blizu presinapticne membrane, kjer

¢akajo na drazljaj za sproscanje (14).

Sproscanje  nevrotransmiterja v sinaptiéno _ Spramnjo: Depolarizacija

presinapti¢ne celice povzro&i vdor Ca®" skozi napetostno odvisne kalcijeve kanale v
aktivno zono nevrona, porast v intracelularni koncentraciji Ca®" pa povzrodi
zlivanje sinapti¢nih veziklov z membrano in sproS€anje nevrotransmiterja v
sinapti¢no Spranjo; proces se imenuje eksocitoza (1).

Vecina nevrotransmiterjev se sproS¢a pod vplivom ekstracelularnih signalov,
nekateri pa se sproScajo konstitutivno, ves ¢as v isti meri, brez zunanjega drazljaja

(14).

Vezava in prepoznavanje med nevrotransmiterji in tarénimi receptorji:

Spros€eni nevrotransmiterji interagirajo z receptorji, ki se nahajajo na
postsinapti¢ni celici, s ¢imer sprozijo dolo¢en odgovor. Receptorje najdemo tudi na
presinapti¢nih zivénih celicah; to so t.i. presinapti¢ni receptorji. Ce jih aktivira

nevrotransmiter, ki se sprosca iz istega nevrona, govorimo o avtoreceptorjih, e pa
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jih aktivirajo drugi nevrotransmiterji pa o heteroreceptorjih. Aktivacija le-teh
uravnava sintezo in spro$¢anje nevrotransmiterjev, zato predstavljajo pomembno

stopnjo pri homeostazi (14).

5. Prekinitev_delovanja spros$¢enega transmiterja: Med nevrotransmisijo se v

sinapti¢no Spranjo sprostijo visoke koncentracije nevrotransmiterjev in ionov. Da bi
se preprecila predolga sinapti¢na aktivnost, ki lahko povzroci epilepti¢no aktivnost
ali ekscitotoksiéne zivéne poskodbe, se mora presezek nevrotransmiterjev in K
hitro odstraniti iz Spranje. Koncentracija transmiterjev nenadoma pade zaradi
difuzije v ekstracelularno tekocino, encimske razgradnje, ponovnega privzema v
presinapti¢ne nerone ali transporta v perisinapti¢ne astrocite, v katerih prav tako
pride do encimske razgradnje privzetih nevrotransmiterjev. Vecinoma v prekinitvi

delovanja nevrotransmiterja sodelujejo vsi Stirje procesi (10, 14).

Celica glije

~a () Avtoreceptor, ki modulira
~" spro3¢anje transmiterja

. Avtareceptor, ki modulira
sintezo transmiterja

Presinapti¢na celica \

-~ Paostsinapticni receptor
Vezikulami=™ P P

transporter

/® o
Transporter na

plazemski membrani

Encim, s katerim se
transmiter metabolizira

Slika 2: Zivljenjski krog klasi¢nega nevrotransmiterja. Po akumulaciji prekurzorske
aminokisline v nevronu (1) se le-ta postopno metabolizira (2) do zrelega transmiterja. Ta
se akumulira v veziklih s pomocjo vezikularnih transporterjev (3); tam je pripravljen na
sprosCanje in zas¢iten pred razgradnjo. Ko se transmiter sprosti, lahko interagira s
postsinapti¢énimi receptorji (4) ali pa avtoreceptorji (5), ki regulirajo spros€anje in sintezo
transmiterja. Delovanje transmiterja prekinejo visoko afinitetni membranski transporterji
(6), ki lezijo ponavadi na membrani nevrona, ki spros¢a transmiter. Delovanje se lahko
prekine tudi z difuzijo iz aktivnega mesta (7) ali s privzemom v okolisko glijo (8). Privzet
transmiter je nato podvrzen metaboli¢ni inaktivaciji (9).
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Receptorji
Receptorje na pre- in postsinapti¢ni celici lahko razdelimo v 2 glavni skupini, glede na

njihov vpliv na ionske kanale. Prvi tip je ionotropni receptor; to so ionski kanali, ki se jim
ob vezavi nevrotransmiterja spremeni konfiguracija. Drugi tip je metabolni receptor, ki
posredno deluje na ionski kanal preko aktivacije sekundarnega sporocilnega sistema

znotraj celice (1).

Aktivacija obeh tipov receptorjev ima lahko za rezultat odpiranje ali zapiranje ionskih
kanalov. Vrsta uc¢inka je odvisna od lastnosti receptorja, ne od lastnosti nevrotransmiterja —
isti zivéni prenasalec lahko na razliénih receptorjih sproza razlicne ucinke. Ker v Zivénem
sistemu obstajajo Stevilni razli€ni receptorji, lahko Ze relativno malo Stevilo

nevrotransmiterjev producira Siroko paleto uc¢inkov (1).

1.2 NEVROTRANSMITER]JI

Med nevroni poteka prenos informacij s pomocjo nevrotransmiterjev oz. ziveénih
prenasSalcev. Nevrotransmiterji so endogene substance; so signalne molekule, ki se
sintetizirajo v presinapti¢nih nevronih, pakirajo v sinapti¢ne vezikle, po depolarizaciji pa
se sprosajo Vv sinapticno Spranjo. SproS€eni nevrotransmiterji komunicirajo s
postsinapti¢nimi nevroni in drugimi tarénimi celicami preko vezave na specificne

povrsinske celicne receptorje.

1.2.1 LASTNOSTINEVROTRANSMITERJEV

Strokovnjaki so dolo¢ili, katere pogoje, mora izpolnjevati spojina, da jo lahko opredelimo

kot nevrotransmiter (14).

= Nevrotransmiter se mora sintetizirati v nevronu in se iz njega sprostiti; nevron mora
vsebovati tudi encime, potrebne za sintezo transmiterja. Mesto sinteze v nevroni ni
natancno opredeljeno; klasi¢ni nevrotransmiterji nastajajo v aksonu, peptidni

transmiterji se sintetizirajo v telesu nevrona.

= Substanca, ki se spros¢a, mora imeti kemi¢no in farmakolosko dolocljive lastnosti.
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Po stimulaciji presinapti¢nega nevrona mora nevrotransmiter povzro€iti specificen

uc¢inek na postsinapti¢ni celici.

= Ucinki nevrotransmiterja se morajo sorazmerno zmanjsati po dodatku njegovega
kompetitivnega antagonista. Prav tako mora dodatek inhibitorja encima, ki sodeluje
pri sintezi nevrotransmiterja, zmanjSati uc¢inke po stimulaciji presinapticnega

nevrona.
* Obstajati morajo aktivni mehanizmi, ki prekinejo delovanje nevrotransmiterja (14).

* Nevrotransmiter ne sme prehajati krvno-mozganske bariere (1).

1.2.2 DELITEV NEVROTRANSMITERJEV

Spojine, ki jih opredeljujemo kot nevrotransmiterje, lahko glede na njihovo kemijsko

sestavo razdelimo v naslednje skupine:

= derivati holina (acetilholin),

» biogeni amini — derivati aminokislin (kateholamini, serotonin, histamin),
* aminokisline (glutamat, aspartat, GABA, glicin),

= nevropeptidi — kratke verige aminokislin (endogeni opioidi, substanca P),
* lipidotopni nevrotransmiterji (anandamid, prostaglandini),

» drugi transmiterji (NO, CO, ATP, adenozin...) (15).

Glede na mesto sinteze nevrotransmiterja jih delimo na klasi¢ne in neklasi¢ne; ve¢inoma
so klasicni, kar pomeni, da se sintetizirajo v aksonih, nekaj pa je tudi neklasi¢nih, npr.
nevropeptidi, ki se sintetizirajo v telesu nevrona. Klasi¢ni nevrotransmiterji so majhne
molekule kot acetilholin, biogeni amini (noradrenalin, dopamin, serotonin, histamin),
glutamin ali GABA. Med neklasi¢ne nevrotransmiterje uvrs¢amo nevropeptide, kot so
enkefalini, endorfini, nevrotenzini, substanca P, prav tako tudi pline, kot sta NO in CO

(1,10, 16).
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1.2.3 TRANSPORT NEVROTRANSMITERJEV

Transporterji na splosno
Transporterji so membranski proteini, njihova glavna funkcija pa je omogocanje toka

molekul v celice in iz njih. Primarna naloga transporterjev je prenos hranil in endogenih
substanc (kot so sladkorji, aminokisline, nukleotidi, vitamini) preko celi¢nih membran in
raznih telesnih barier. Vendar transporterji ne prenaSajo samo fizioloskih molekul, ampak
lahko tudi privzemajo eksogene substance, ki so strukturno podobne endogenim, npr.

razli¢na zdravila in nevrotoksine (10).

Transporterji lahko delujejo preko olajSanega prenosa ali pa aktivnega energijsko
odvisnega transporta. OlajSan prenos omogoca npr. elektricno nabitim molekulam pasiven
prehod preko membrane vzdolz elektrokemijskega gradienta, zato ta proces ne potrebuje
dodatne kemicne energije. Nasprotno pa aktivni transporterji prenaSajo molekule preko

membrane proti njihovemu gradientu, zato potrebujejo hidrolizo ATP kot vir energije (10).

Glede na to, kakS$no obliko energije uporabljajo aktivni transporterji, jih delimo na
primarne in sekundarne. Primarni aktivni transporterji vkljucujejo druzino prenaSalcev
ABC (ATP-binding cassette) in ionske ¢rpalke (ATPaze). Sesalski ABC transporterji preko
vezave ali hidrolize ATP spreminjajo svojo konformacijo in tako nadzirajo transport raznih
substanc, ionske Crpalke pa preko hidrolize ATP omogocajo prenos ionov iz celic ali v
organele; tako ustvarjajo in vzdrzujejo elektrokemijski ionski gradient preko membran.
Energijo teh ionskih gradientov nato uporabljajo sekundarni aktivni transporterji za prenos
topljencev proti njihovemu gradientu; primer sekundarnih transporterjev so SLC (solute

carrier) transmembranski proteini (17).

Transporterji za nevrotransmiterje
Transmembranski transport nevrotransmiterjev je kljuénega pomena za pravilno

komunikacijo med nevroni. Promet omogocajo transportni proteini, ki so specifi¢ni za
posamezne nevrotransmiterje. Pripadajo posebni druzini membranskih proteinov,
sestavljenih iz 12 transmembranskih domen. Razdelimo jih lahko na intracelularne
vezikularne transporterje, ki so odgovorni za koncentriranje in skladiS¢enje transmiterjev v
sinapti¢nih veziklih (vezikularni transporterji) in plazemske membranske transporterje, ki
so odgovorni za c¢rpanje nevrotransmiterjev predvsem iz ekstracelularnega prostora.

Poznamo tri podrazrede intracelularnih transporterjev (SLC17, SLC18 in SLC32 druzina),

11
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na celicnih membranah pa prevladujeta dva podrazreda plazemskih membranskih
transporterjev: visoko afinitetni glutamatni transporterji (SLC1 genska druzina) in z Na" ter
CI' sklopljeni transporterji (SLC6 genska druzina). Slednjih je najvec; mednje spadajo
transporterji za dopamin, serotonin, noradrenalin, glicin in GABA. Biogeni amini se lahko
prenasajo v nevrone in astrocite tudi s pomoc¢jo treh ¢lanov druzine SLC22, imenovanih

organski kationski transporterji (OCT) (10, 18, 19).

Hiter ponovni privzem je nujen, saj se s tem omeji tako trajanje sinapticne komunkacije,
kot tudi difuzija do ostalih sinaps. Omogoci se tudi ponovna uporaba nemetaboliziranih
transmiterjev, s ¢cimer se zmanjsa potreba po de novo sintezi nevrotransmiterjev. Nevronski
transporterji, ki se nahajajo v blizini sinapse, so klju¢nega pomena za hiter zakljucek
signala, medtem ko so ne-nevronski transporterji in transporterji na aksonih bolj pomembni
za omejitev Sirine signala in odstranjevanje nevrotransmiterjev iz krvnega obtoka ter
ekstracelularnega prostora. Aktivnost transporterjev za biogene amine ni konstantna,
ampak je odvisna od Stevilnih faktorjev; npr. aktivacija protein kinaze C in fosforilacija
transporterskih proteinov zmanjSata kapaciteto transporterjev za biogene amine na celi¢ni
membrani. Aktivnost transporterjev niha tudi v odvisnosti od koncentracije
nevrotransmiterja v Spranji, koncentracije sekundarnih prenaSalcev in aktivnosti
presinapti¢nih receptorjev. Zato pomen transporterjev ni samo Vv odstranjevanju

nevrotransmiterjev, ampak tudi v aktivnem sodelovanju pri sinapti¢ni komunikaciji (10).

1.3 HISTAMIN

Ze od zagetka 20. stoletja, ko je Henry Dale dokazal, da je histamin endogena substanca in

mocan stimulator razli¢nih celic, je histamin poznan kot transmiter in nevromodulator (11).

Dolgo je bil pojmovan kot lokalni hormon, ki se aktivira ob sprostitvi iz mastocitov v

.....

je mastocitov v zdravem mozganskem tkivu malo in ker histamin ni sposoben prehoda
krvno-moZzganske bariere, so ze kmalu predvidevali, da se histamin lahko sintetizira tudi in

situ v nevronih, kar je en izmed kriterijev za nevrotransmiter (1, 11, 13).

12
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1.3.1 HISTAMIN V CENTRALNEM ZIVCNEM SISTEMU

Glavne ovire pri ugotavljanju funkcij histamina v mozganih so bile pomanjkanje
obcutljivih in specificnih metod za prikaz domnevnih histaminergi¢nih nevronov in situ,
pomanjkanje primernih metod za merjenje histamina in njegovih metabolitov in tezave pri
karakterizaciji histaminskih receptorjev v zivénem sistemu. Vendar se je z napredkom
tehnologije pridobilo dovolj dokazov, ki podpirajo hipotezo, da ima histamin v mozganih

funkcijo nevrotransmiterja in nevromodulatorja (11).

Intracerebralni histamin je znan tudi kot regulator mozganskega krvnega pretoka in
permeabilnosti endotelija. V mozganih morskega praSicka so ugotovili, da mikrozilice
vsebujejo relativno veliko histamina, vendar imajo majhno aktivnost encimov, udelezenih
v sintezo in metabolizem histamina. Histamin je prisoten tudi v krvnih Zzilah, izoliranih iz
govejih mozganov. Studije nakazujejo, da se histamin lahko sintetizira tudi lokalno v

mozganskih mikrozilah, vendar je njegov metabolizem pocasen (20).

1.3.2 SINTEZA HISTAMINA V CZS

Ker histamin slabo prehaja hematoencefalno bariero, nastaja v centralnem zivénem sistemu
in situ iz esencialne aminokisline histidina s pomoc¢jo encima histidin dekarboksilaza
(HDC). Dokazan je bil energijsko odvisen transport histidina v mozgane, kar je morda en
izmed dejavnikov nadzora sinteze histamina v mozganih, saj je koli¢ina nastalega
histamina sorazmerna s koli¢ino privzetega histidina. Inhibicijo sinteze hitamina lahko
dosezemo z aplikacijo a-fluorometilhistidina, ireverzibilnega inhibitorja HDC, kar vodi v

znatilno zmanj$ano koncentracijo histamina v CZS (13, 21).

e

Slika 3: Dekarboksilacija histidina v histamin. Reakcijo katalizira histidin-dekarboksilaza;
pri reakciji kot stranski produkt dekarboksilacije nastaja CO,.

Kemijsko gledano je histamin 2-(4-imidazolil)etilamin. Etilaminska 'hrbtenica' je skupna

mnogim aminskim nevrotransmiterjem (npr. dopamin, noradrenalin, serotonin), vendar ima
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histamin zaradi imidazolskega jedra nekatere posebne kemijske lastnosti. Ena izmed njih je
tavtomerizem, ki omogoca obstoj v dveh razli¢nih kemijskih oblikah. Tavtomerne lastnosti
histamina bi naj bile klju¢ne pri aktivaciji nekaterih histaminskih receptorjev. Ceprav ima
histamin ve¢ kot en bazi¢ni center, sta oba tavtomera pri fizioloSkem pH v obliki

monokationa (13).

Ha NH;* CH NH,*
o
— \C Hs - = ¢ \t H: ?

Ny AMNH HN. 2N

Slika 4: Tavtomerija histamina. Histamin obstaja v dveh tavtomernih oblikah, N(3)-H in
N(1)-H. Delez dolocene tavtomerne oblike je odvisen od Stevilnih dejavnikov, v telesu
predvsem od temperature in pH.

1.3.3 CENTRALNI HISTAMINERGICNI SISTEM

V centralnem zivénem sistemu je histamin nevrotransmiter, tako pri vretencarjih kot pri
nevretenCarjih. Koncentriran je v hipotalamusu, enem izmed centrov za regulacijo

sekrecije hormonov (1).

Histamin je v moZganih prisoten v dveh vrstah celic, nevronih in mastocitih. Mastocitov je
v primerjavi z drugimi tkivi relativno malo, njihova vloga v osrednjem zivCevju pa je
zaenkrat nepoznana. Obstajajo znalilne razlike v gostoti mastocitov med razlicnimi
vrstami, med spoloma pri razlicnih fizioloSkih stanjih. Precej mastocitov se nahaja v
talamusu in hipofizi, za histaminsko delovanje v drugih predelih mozan pa je odgovoren

predvsem histamin, sproscen iz nevronov (21).

Histaminergicni nevroni
V mozganih histamin sintetizirajo izkljucno nevroni, ki imajo celicna telesa v

tuberomamilarnem jedru, ki lezi v posteriornem hipotalamusu; lezijo v ve¢ manjSih
razdruzenih skupkih (E-Es), ker pa zaenkrat ni nobenih dokazov, da ti skupki opravljajo
razliéne vloge, jih lahko obravnavamo kot funkcionalno celoto. Clovek ima prb. 64.000
histaminergi¢nih nevronov v vsaki mozganski polobli. Ti nevroni imajo projekcije povsod
po mozanih in hrbtenjac¢i. Podrocja, kjer so projekcije Se posebej goste, so cerebralna
skorja, hipokampus, neostriatum, nucleus accumbens, amigdala in hipotalamus. V

tuberomamilarnem jedru imajo projekcije tudi nevroni drugih vrst, npr. monoaminergi¢ni
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in oreksinergi¢ni, medtem ko histaminergi¢ni nevroni projecirajo na monoaminske in
holinergi¢ne nevrone, udelezene v vzburjenje, pozornost, ucenje in spomin. Intrinzi¢ne
elektrofizioloSke lastnosti tuberomamilarnih nevronov so zelo podobne drugim
aminergi¢nim nevronom (poc¢asno spontano prozenje, Sirok akcijski potencial, globoka

hiperpolarizacija, itd.) (1, 6, 21).

Histaminergi¢ni nevroni so v glavnem dokaj velike celice, premera priblizno 25 do 30 um.
Poleg histamina vsebujejo Se Stevilne druge nevroaktivne snovi, kot so GABA, adenozin,
met-enkefalin, galanin in substanco P. LeZijo na ventralni strani mozganov in izras¢ajo
Stevilne primarne dendrite, ki se Se nadalje razdelijo v dolge, sekundarne dendrite. Dendriti
posameznega nevrona se pogosto prekrivajo z dendriti drugih histaminergi¢nih nevronov.

Zanimivo je, da nekateri dendriti projecirajo v mamilarno telo, kjer prihajajo v stik s
cerebrospinalno tekoc¢ino. Neznacilna lastnost histaminergi¢nih nevronov je tudi, da aksoni

izraS¢ajo iz primarnih dendritov in ne iz telesa celice (povzeto po 21).

Talamus

| Hipotal
Mozganska skorja | A HIREESIES

Tuberomamilarno jedro

Slika 5: Histaminergi¢ni nevroni v mozganih.

Sinteza in spro$c¢anje histamina je pod nadzorom inhibitornih histaminskih avtoreceptorjev
podtipa Hs, ki se nahajajo predvsem presinapti¢no na histaminskih nevronih. V doloc¢enih
regijah je sproScanje histamina tudi pod nadzorom inhibitornih muskarinskih M,
adrenergi¢nih a,, opioidnih « in galaninskih receptorjev ter facilitatornih opioidnih
receptorjev p. Eksperimenti v razmerah in vivo so pokazali, da tudi plinast prenasalec NO

inhibira sproscanje histamina v hipotalamusu (21).
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Funkcije centralnega histaminergicnega sistema
Najbolj okarakterizirana funkcija histaminskega sistema v mozganih je regulacija spanja in

budnosti; uniCenje histaminergicnih nevronov v posteriornem hipotalamusu podaljsa
spanje. Podoben ucinek ima tudi blokada histaminergi¢nih signalov z antihistaminiki.
Spros€anje histamina ima znacilno ritmiCnost, saj je sorazmerno s prozenjem AP na
histaminskih nevronih, ki sledi cirkadialnemu ciklu budnost-spanje; AP se najhitreje

prozijo med budnostjo, najpocasneje pa med REM fazo spanja (1, 6, 21).

Histamin je udeleZen v procesih uc¢enja in pomnjenja preko svojih neposrednih ucinkov na
mozgansko skorjo, hipokampus in amigdalo in posrednih u¢inkov na holinergi¢ne in
monoaminske nevrone. Zdi se, da je histamin udeleZen tudi v regulacijo hranjenja in

energijske bilance (6).

Centralni histaminergicni sistem bi naj bil vklju¢en Se v mnoge druge centralno-zivéne
funkcije: vzburjenje, tesnobo, aktivacijo simpati¢nega zivCevja, s stresom povezano
sprosc€anje nevrotransmiterjev in hormonov iz §€itnice, antinocicepcijo, zadrzevanje vode
in zaviranje teka. SproSc¢anje histamina se poveca pod ekstremnimi pogoji, kot so
dehidracija, hipoglikemija ali razni drugi stresorji. Zato se domneva, da je glavna vloga

histaminskega sistema v osrednjem ziv¢evju odziv na nevarnost (21).

1.3.4 HISTAMINSKI RECEPTOR]JI

Do zdaj so bili indentificirani Stirje podtipi histaminskih receptorjev (H; do Ha); vsi so
¢lani superdruzine GPCR (G-protein coupled receptors), ki vkljucuje transmembranske
receptorje s 7 transmembranskimi domenami. H; receptorji so sklopljeni z G4, H»

receptorji z G, Hj receptorji pa naj bi bili sklopljeni z G; proteinom (6).

H; receptorji
H, receptorji so locirani predvsem postsinapticno in so pozitivno sklopljeni s fosfolipazo

C. Velika gostota receptorjev je predvsem v hipotalamusu in drugih limbi¢nih regijah.
Aktivacija teh receptorjev povzroCi velike depolarizacije preko zavore iztoka kalijevih
ionov, aktivacije nespecifi¢nih kationskih kanalov ali aktivacije Na’/Ca®" izmenjevalca.
Vkljuceni so v mnogo razli¢nih funkcij, kot so kontrakcija gladkih miSic, vazodilatacija s
povecano kapilarno prepustnostjo, spros¢anje hormonov in mozganska glikogenoliza (11,

21).
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H: receptorji
H, receptorji se prav tako nahajajo v glavnem postsinapti¢no; sklopljeni so pozitivno z

adenilil ciklazo preko G5 proteina in opravljajo vecino svojih u¢inkov preko sprememb v
znotrajcelicni koncentraciji cAMP. Veliko jih najdemo v hipokampusu, amigdali in
bazalnih gangljih. Aktivacija teh receptorjev vodi do mnogih ekscitatornih u¢inkov preko
blokade od kalcija odvisnih kalijevih kanalov in modulacije kationskih kanalov, ki se
aktivirajo ob hiperpolarizaciji. Funkcije, ki jih opravljajo H, receptorji, so relaksacija
gladkih miSic, izlo¢anje zelod¢ne kisline, pozitivni kronotropni in inotropni efekt na sréno

misico in inhibitorni u¢inek na imunski sistem (11, 21).

H:s receptorji
Hj3 receptorji se nahajajo skoraj izkljucno presinapticno in so negativno sklopljeni z

adenilil-ciklazo. Domneva se, da ima Hs receptor funckijo avtoreceptorja, sklopljenega z
G; proteinom, podobno kot dopaminski D,, adrenergic¢ni a, in serotoninergi¢ni SHT,
avtoreceptorji; je glavni regulatorni mehanizem v kontroli histaminergi¢ne aktivnosti pod

fizioloSkimi pogoji (6).

Najve¢ Hs receptorjev najdemo v bazalnih gangljih, striatumu, nucleus accumbensu in
mozganski skorji (6).

Ti receptorji uravnavajo presinaptiéno inhibicijo spros¢anja histamina in drugih
nevrotransmiterjev, vendar v nasprotju z drugimi aminergi¢nimi nevroni histaminski
avtoreceptorji ne aktivirajo kalijevih kanalov, ampak nadzirajo prozenje potenciala preko
inhibicije napetostno odvisnih kalcijevih kanalov. In vivo Studije so pokazale, da
administracija selektivnega H; agonista zmanjSa spro$€anje in metabolizem histamina,
administracija selektivnega antagonista pa spro$¢anje histamina poveca; to nakazuje, da so
H; avtoreceptorji toni¢no stimulirani z endogenim histaminom in uravnavajo njegovo

koncentracijo v CZS (11, 21).

Hj receptorji imajo morda tudi funkcijo heteroreceptorjev, ki regulirajo sproscanje drugih
nevrotransmiterjev iz ustreznih nevronov; sodelujejo pri modulaciji spro$¢anja
nevrotransmiterjev iz noradrenergi¢nih, serotoninskih, dopaminskih, holinergi¢nih in
peptidergi¢nih nevronov. Nenazadnje, histamin modulira tudi glutamatni NMDA receptor

preko vezavnega mesta za poliamine (11, 21).
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H,4 receptorji
Odkrit je bil Se en podtip histaminskega receptorja, H4. Je zelo podoben Hj receptorju, saj

sta v transmembranski regiji v 58 % enaka. Ta vrsta receptorja se v CZS ne pojavlja,
najdemo pa ga v vranici, timusu, ¢revesju in imunoloSko aktivnih celicah (kot so
nevtrofilci, eozinofilci in T celice), kar nakazuje na njegovo vlogo v regulaciji imunskega
odziva. Ti receptorji so potencialna tarca zdravil pri alergijskih in vnetnih boleznih (11,

22).

1.3.5 PRIVZEM IN INAKTIVACIJA HISTAMINA

Po sprostitvi histamina in njegovi vezavi na receptorje se mora histamin iz sinapticne
Spranje inaktivirati, da ne pride do prekomerne stimulacije histaminskih receptorjev.
Nevrotransmisija biogenih aminov, kot sta dopamin in noradrenalin, se prekine s pomo¢jo
specificnih transporterjev, ki omogoc¢ajo ponovni privzem teh transmiterjev v zivéne
konc¢ice. Dokazan je bil privzem histamina v astrocite embrijev piS€anca, cerebralne
endotelijske celice podgane, pa tudi v celice kostnega mozga; ni Se bil odkrit nevronski
transporter za histamin, vendar se predvideva njegov obstoj, saj obseg privzema v druge

vrste celic ni zadosten za hitro in uc¢inkovito inaktivacijo histamina (23).

Histamin se pri sesalcih metabolizira z dvema lo¢enima encimskima sistemoma; lahko se s
pomocjo diamin-oksidaze oksidira do imidazolacetaldehida in nato Se do imidazolocetne
kisline, ali pa se s pomocjo histamin-metiltransferaze metilira do telemetilhistamina. Ker
imajo mozgani majhno sposobnost oksidacije histamina, se tu histamin prakti¢no v celoti

metilira (11).

Metilacija histamina poteka s pomoc¢jo encima histamin-N-metiltransferaza (HNMT), ki je
topen encim. V centralnem ziv€evju se nahaja v citosolu nevronov in endotelijskih celic,
izven ziv€evja pa ga najdemo tudi v bronhijih in ledvicah. HNMT olajSa prenos metilne
skupine iz S-adenozin-L-metionina na histamin, pri ¢emer se tvori tele-metilhistamin

(tMH) (23, 24).

Metilhistamin je podvrZen oksidativni deaminaciji z diamin ali monoamin-oksidazo;
afiniteta je sicer viSja za diamin-oksidazo, ki pa jo v mozganih najdemo v majhni meri.
Vecina telemetilhistamina se zato oksidira s pomoc¢jo monoamin-oksidaze tipa B, ki se

nahaja predvsem v tuberomamilarnih nevronih (11, 21).
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Slika 6: Metabolizem histamina. V mozganih prevladuje metabolizem s HNMT; diamin-
oksidaza je bolj aktivna na periferiji.

Veckrat je Ze bilo dokazano, da so koncentracije tMH tesno povezane s prometom
histamina; prav tako inhibicija HNMT vodi v pove€ane koncentracije histamina v zivéevju,
zato se domneva, da igra ta encim klju¢no vlogo v inaktivaciji histamina zivénega izvora

(23).

Ker se HNMT se nahaja v citoplazmi celic, histamin pa zaradi pozitivnega naboja le tezko
prehaja v intracelularni prostor, sta se oblikovali dve mozni hipotezi: prva je transporterska
hipoteza, ki pravi, da se histamin v celice prenasa s transporterjem, druga pa je
membranska hipoteza, ki pravi, da se HNMT lahko iz citoplazme translocira na plazemsko

membrano ter pod vplivom rastnih faktorjev funkcionira na celicni povrSini (24).

Dokazano je bilo, da se HNMT iz citoplazme po stimulaciji z rastnimi faktorji ali
izoprotenerolom translocira na plazemsko membrano. Proizvedli so tudi celice, ki so imele
na celiéno membrano vezan HNMT, vendar se je izkazalo, da so te celice razgrajevale
histamin v manj$i meri. Zato se zdi transporterska hipoteza inaktivacije histamina bolj

verjetna od membranske (24).
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Porocila iz laboratorija Zsuzsanne Huszti opisujejo privzem histamina v glialne celice
pis¢ancjih embrijev in neonatalnih podgan. V laboratoriju Mojce Krzan so dokazali
privzem tudi v astrocite odraslih podgan. Transport je dvosmeren, odvisen od Na' in
neodvisen od CI'. Ugotovili so, da so celice glije udelezene v neprekinjeno odstranjevanje
histamina iz sinapti¢ne $pranje tudi v pogojih in vivo. Stuart s sodelavci je opisal od Na"
odvisen privzem histamina v fotoreceptorje clenonozcev, kot tudi v okolisko glijo;
zanimivo je, da se je histamin privzemal v fotoreceptorje predvsem, kadar so bili ti
izpostavljeni svetlobi (torej depolarizirani), medtem ko je v temi prevladoval privzem v
glijo. Nedavno je Yanai s skupino poro¢al o visoko in nizko afinitetnem, od Na", CI” in
HCO3" odvisnem transportu histamina v podganje sinaptosome. Kljub vsem objavam

obstoj specifiénega histaminskega transporterja v CZS $e ni potrjen (povzeto po 10).

V kulturah kortikalnih astrocitov neonatalnih podgan vrste Sprague-Dawley so odkrili
obstoj transporterjev OCT;, OCT, in OCTj;. Histamin je dober substrat za OCT, in
OCTs3p, slabo pa se prenasa prek OCT;. Ky, za privzem histamina z razlicnimi OCT je
nizka (10 =900 uM), zato se domneva, da transporter u¢inkuje predvsem na tiste molekule
nevrotransmiterjev, ki so se izognile svojim primarnim visoko afinitetnim sistemom

privzema (25, 26).

Ceprav je dokazano, da so OCT sposobni transporta histamina, pa $e ni bilo potrjeno, da je
to dejansko pomembna transportna pot histamina v mozganih. Se ve¢, v raziskavah se ob
dodatku inhibitorjev OCT v kulturo astrocitov privzem histamina ni zmanjsal, kar
nakazuje, da se histamin v kultivirane astrocite privzema z neznanim prenaSalcem, ki ni

transporter za organske katione (6, 27).

Ker za razliko od drugih nevronov histaminergicni nevroni ne izkazujejo visoko
afinitetnega sistema privzema za histamin se domneva, da so nosilci transportnega sistema
za histamin astrociti. Domneva se, da lahko histamin vstopa v astrocite z elektrodifuzijo
preko membrane in z aktivnim transportom. Kljub vsemu pa obstaja trenutno zelo malo
dokazov, da je nevronski ali ne-nevronski privzem histamina dejansko del mehanizma za

odstranjevanje histamina iz sinapti¢ne Spranje (13, 25).
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1.4 MOZGANSKA KAP

Mozganska kap je skupek nevroloskih izpadov, ki trajajo ve¢ kot 24 ur in so posledica
prehodnega ali trajnega zmanjS$anja v pretoku krvi skozi eno izmed glavnih mozganskih
arterij; vzrok je veinoma zamasitev zile zaradi tromboze ali embolije (ishemic¢na kap, ki
predstavlja 85 % inzultov), lahko pa tudi krvavitev (hemoragi¢na kap). V prvem primeru
in smrtnost prb. 30 %, zaradi Cesar je tretji najpogostejsi vzrok smrti v razvitem svetu. V

ZDA je mozganska kap glavni vzrok kroni¢ne funkcionalne nesposobnosti (1, 28, 29).

Zaradi nezadostne oskrbe s krvjo pride v tkivu do ishemije (pomanjkanja kisika in
glukoze). Poleg tega je prepreceno odstranjevanje potencialno toksi¢nih metabolitov iz

zivénih celic, na primer mle¢ne kisline (1).

Za vzdrzevanje fizioloske funkcije nevronske mreze potrebujejo mozgani veliko energije.
Ceprav predstavljajo le priblizno 2 % celotne telesne teze, je pretok krvi skozi mozgane 50
mL/100 g/min, kar je priblizno 12 do 15 % celotnega srénega iztisa. Poraba kisika je
priblizno 3,5 mL/100 g/min, kar je 20 % celotne telesne potrebe po kisiku. Ker pa nimajo
mozgani prakticno nobene zaloge kisika in zelo majhne zaloge glukoze, so zelo obcutljivi

na ishemic¢ne poskodbe (3).

Ce je ishemija prehodna, lahko znaki in simptomi izginejo brez patoloskih posledic. Kadar
pa je ishemija izrazita in dolgotrajna, lahko nevroni in drugi celi¢ni elementi odmrejo.
Temu stanju pravimo infarkt. Cetudi pride do uspe$ne reperfuzije cerebralnega krvnega
pretoka, Se ni poznana terapija, ki bi lahko ozdravila degenerirane nevrone. V mozganih so
za ishemijo najbolj obcutljivi hipokampus, striatum ter skorji velikih in malih moZzganov

(1,3, 29).

Tudi ¢e se ponovni pretok vzpostavi v roku nekaj minut, se s¢asoma pojavijo morfoloske
in funkcionalne poskodbe nevronov, kar imenujemo zakasnjena nevronska smrt. Ceprav so
nedavne Studije pokazale biokemic¢ne mehanizme zakasnjene nevronske smrti, je njeno
preprecevanje Se vedno zahtevna naloga, saj je za zdravljenje primerno samo kratko

obdobje med zgodnjo fazo reperfuzije (3).

Hemodinamske, metabolne in ionske spremembe ne vplivajo na celotno ishemi¢no

podrocje enako. V jedru poskodbe je krvni pretok zmanjSan za 20 %. Trajna in anoksi¢na
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depolarizacija se razvije v prvih minutah (prb. 4 minute) po nastopu ishemije. Celice
pospeSeno propadajo zaradi lipolize, proteolize, disagregacije mikrotubulov in propada
homeostaze ionov. Med smrtno poSkodovanim jedrom in zdravim mozganskim tkivom lezi
obmocje penumbre, v katerem je pretok krvi zmanjSan, delno pa Se je ohranjen energijski
metabolizem. Cez ¢as se tudi v penumbri oja¢ajo procesi ekscitotoksi¢nosti, depolarizacije,
vnetja in apoptoze, zato je glavni cilj nevroprotektivnega zdravljenja pri ishemicni kapi

resitev celic v ishemi¢ni penumbri (28).

Ishemi¢na moZzganska poskodba je posledica kompleksnega zaporedja patofizioloskih
dogodkov, ki se odvijajo skozi Cas in prostor. Glavni patogenetski mehanizmi te kaskade

vkljucujejo ekscitotoksi¢nost, periinfarktne depolarizacije, vnetje in celicno smrt (28).

1.4.1 EKSCITOTOKSICNOST IN ENERGETSKA
IZCRPANOST

Med prve dogodke po zacetni fazi pomanjkanja energije sodi depolarizacija nevronskih
membran in motnje v sinapti¢ni funkciji. Ekscitotoksi¢nost je splosno uveljavljena kot
pomemben sprozilec in izvrSilec tkivne poskodbe pri cerebralni ishemiji, zato je glavna
tarca v terapiji kapi. Pomembna vloga nevronske ekscitatorne aktivnosti po ishemiji se vidi
v relativno selektivnem napadu na ekscitatorne sinapse in ekscitatorne nevronske mreze.
Motnje pre- in postsinapti¢nih komponent sinaps in vztrajno ter okrepljeno prozenje v teh

nevronskih mrezah najbrz prispeva k selelektivnim vzorcem mozganske poskodbe (28, 30).

Porast ekscitatornih prenasalcev
Nezadosten pretok krvi skozi mozgane omeji dostavo substratov, Se posebej kisika in

glukoze, kar zmanjSa koli¢ino energije, ki je na voljo za vzdrzevanje ionskih gradientov.
Ko se energija izCrpa, izgine tudi membranski potencial, kar povzro¢i depolarizacijo
nevronov in glije. Poslediéno se odprejo napetostno odvisno Ca®" kanali, kar povzrogi vdor
Ca™ v celice, to pa sprodanje ekscitatornih aminokislin (predvsem glutamata) v
ekstracelularni prostor. Isto¢asno so ovirani tudi drugi energijsko odvisni procesi, kot je na
primer ponovni privzem ekscitatornih prenaSalcev, kar Se dodatno poveCa kopicenje
glutamata v ekstracelularnem prostoru. Aktivacija NMDA receptorjev in metabotropnih

glutamatnih receptorjev dodatno prispeva k preobremenitvi s Ca®" (28).
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Glutamat in Ca®" sta najbolj razsirjena kemi¢na mediatorja pri mozganskih funkcijah, tako
ekstra kot intracelularno; prav zato motnje v njuni regulaciji povzrocajo taksno

citotoksi¢no opustoSenje (19).

Porast univerzalnega sekundarnega prenagalca Ca®" bi naj sprozil vrsto citoplazemskih in
jedrnih dogodkov, ki globoko vplivajo na razvoj tkivne poskodbe, kot je npr. aktivacija
proteoliticnih encimov, ki razgrajujejo citoskeletne proteine (aktin, pektin) in

ekstracelularne proteine matriksa (laminin) (28).

Edem

Zaradi porasta glutamata v zunajcelicnem prostoru in aktivacije receptorjev za glutamat se
odprejo kanali za monovalentne ione, kot sta Na' in CI, ki lahko prosto vstopajo v celico;
poleg njih pasivno vstopa tudi voda, saj je vnos Na' in Cl" mnogo vegji kot pa izstop K.
Posledica je edem, ki poslabsa perfuzijo s krvjo v obmocju okoli izvorne posSkodbe, lahko
pa tudi povisa intrakranialni tlak, stisne okoliske zile in povzroc¢i herniacijo. Mozganski
edem je eden izmed glavnih dejavnikov pri napovedovanju prezivetja v prvih urah po kapi

(28).

Nastajanje prostih radikalov
Med reperfuzijo se poskodba Se poveca, saj se po ponovni oksigenaciji pri¢ne nastajanje in

sproscanje reaktivnih kisikovih spojin. Nastajati zacenjo po poSkodbah v mitohondrijskih
verigah prenasanja elektronov, ki jih povzro¢i kopicenje kalcija v mitohondrijih in
nezadostna zasi¢enost citokrom oksidaze s kisikom. Mitohondrijska membrana postane
prepustna, kar povzroci njihovo otekanje, zastoj v proizvodnji ATP in izbruh kisikovih
prostih radikalov. Na nastajanje kisikovih radikalov vpliva tudi povecana sinteza
prostaglandinov in pretvorba hipoksantina v ksantin in uri¢no kislino. Kisikovi prosti
radikali povzro¢ajo neposredno $kodo, delujejo pa tudi kot pomembne signalne molekule,
ki sprozijo vnetje in apoptozo. Pove¢ana koncentracija prostega Ca’" aktivira tudi
nevronsko NO sintazo, ki generira NO; ta v nizkih koncentracijah deluje nevroprotektivno,
v visokih koncentracijah pa se ob prisotnosti reaktivnih kisikovih spojin tvorijo mocno

reaktivni peroksinitriti in hidroksilni radikali (19, 28, 30).

NO dodatno skoduje energetskemu metabolizmu, saj lahko okvari proces glikolize, cikel
trikarboksilnih kislin in mitohondrijsko elektronsko transportno verigo. Kisikovi prosti

radikali ali njihove kombinacije z duSikovim oksidom lahko napadejo lipidne membrane.
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Prav tako okvarijo DNA, kar sprozi popravljalni encim poli(ADPriboza)polimerazo
(PARP); njena aktivacija povzro€i Se vecjo porabo nikotinamid adenin dinukleotida
(NAD"), ki je intermediat v mitohondrijski produkciji ATP, kar $e dodatno oteZi funkcije
mitohondrijev. Aktivacija PARP je povezana z povecano stimulacijo NMDA, ne pa tudi
ne-NMDA glutamatnih receptorjev. Fragmentacija DNA, ki jo povzrocijo cisteinske
proteaze, Se dodatno prispeva k aktivaciji PARP. Vsi ti dogodki igrajo pomembno vlogo

pri energetski iz¢rpanosti po hipoksi¢ni ishemiji (30).

1.4.2 PERI-INFARKTNE DEPOLARIZACIJE

Ishemic¢ni nevroni se zaradi primanjkljaja energije in sprostitve K' ter glutamata iz celic
depolarizirajo. V centru poskodbe so lahko celice podvrzene anoksi¢ni depolarizaciji in se
nikoli ve¢ ne repolarizirajo. V penumbri se celice Se lahko repolarizirajo, vendar na racun
Se vec¢je porabe energije, saj se lahko zgodi, da se iste celice ponovno depolarizirajo kot
odziv na povisan K’ in glutamat v ekstracelularni teko¢ini. Tem ponavljajo¢im se
depolarizacijam pravimo peri-infarktne depolarizacije, ki so bile dokazane pri mi§jih,
podganjih in macjih modelih kapi. Pojavljajo se z frekvenco ve¢ dogodkov na uro, trajajo
pa lahko od 6 do 8 ur. Vecje kot je Stevilo depolarizacij, ve¢ja je poskodba; zdravila, ki
lahko zmanjSajo Stevilo depolarizacij, zmanjSajo tudi obseg poSkodbe. Tezava je, da
zaenkrat Se ni ustreznih metod za detekcijo peri-infarktnih depolarizacij pri ljudeh, zato

tudi njihov pomen pri patofiziologiji kapi e ni povsem znan (28).

1.4.3 VNETJE

S Ca’" povezana aktivacija intracelularnih sekundarnih prenagalskih sistemov, pove¢ana
koncentracija kisikovih prostih radikalov, pa tudi hipoksija sama po sebi, sprozijo
ekspresijo Stevilnih provnetnih genov. PoSkodovane moZzganske celice zacno proizvajati
mediatorje vnetja, kot so trombocite aktivirajoci dejavnik (PAF), tumorje nekrotizirajoci
faktor a (TNFa) in interlevkin 1p (IL-1B). Posledicno se sprozi ekspresija adhezijskih
molekul na povrsini endotelijskih celic; te nato interagirajo s komplementarnimi
povrsinskimi receptorji na nevtrofilcih. Nevtrofilci se povezejo z endotelijem, preidejo
zilno steno in vstopijo v moZganski parenhim; sledijo jim tudi makrofagi in monociti.
Poskodovane celice izlo¢ajo kemokine (npr. interlevkin 8), ki vodijo migracijo vnetnih

celic proti ishemi¢nemu podroc¢ju. Tudi druge celice v mozanih sodelujejo v vnetnem
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odgovoru; 4 do 6 ur po ishemiji astrociti hipertrofirajo, medtem ko celice mikroglije
skréijo svoje izrastke in preidejo v ameboidno obliko, ki je znacilna za aktivirano

mikroglijo (28).

Post-ishemi¢no vnetje prispeva k ishemi¢ni poskodbi preko mnogih mehanizmov.
Nevtrofilci lahko povzrocijo mikrovaskularno obstrukcijo, kar Se dodatno prispeva k
ishemiji, pomembne posledice pa ima tudi proizvodnja toksi¢nih mediatorjev, ki jih
izloCajo aktivirane vnetne celice in poSkodovani nevroni. Poskodba se zmanjSa, kadar se
prepreci infiltracija nevrofilcev (z indukcijo sistemske nevtropenije), nevtralizira
adhezijske molekule s protitelesi ali pa zavre delovanje vnetnih mediatorjev, npr IL-1p.
Vnetna reakcija je najbrz povezana tudi z apoptozo, saj protitelesa proti adhezijskim
molekulam zmanjs$ajo post-ishemi¢no vnetje in zmanj$ajo apoptoticno smrt v ishemic¢nih

mozganih (28).

1.4.4 APOPTOZA/NEKROZA

.....

poskodbe; gre za eksplozivno unienje celicne membrane. Apoptoza je oblika celicne
smrti, ki prevlada po blazji ishemic¢ni poskodbi in je znacCilna za obmocje penumbre; je
genetsko programiran proces, pri katerem pride do kondenzacije jedra in kréenja
citoplazme, membrane pa ostanejo nedotaknjene do fagocitoze. Katera celi¢na smrt bo
prevladala, je odvisno od narave in intenzivnosti drazljaja, od tipa celice, njene razvojne

stopnje ali stanja v celicnem ciklusu (28, 29, 30).

Ankarcrona s sodelavci je v kultiviranih nevronih odkril, da je nekroza povezana z bolj
intenzivnimi ekscitotoksi¢nimi inzulti; manj obsezni inzulti stimulirajo mitohondrije, da
sprostijo citokrom C in druge proteine, ki aktivirajo kaspaze in apoptozo po intrinzi¢ni poti

(30).

Geni za kaspaze so, tako kot geni, ki zavirajo (npr. Bcl2) ali spodbujajo (npr. Trp53)
celicno smrt, mo¢no izrazeni in aktivirani tako pri zgodnji, kot pri pozni fazi ishemije;
genetske manipulacije ali zdravila, ki blokirajo kaspaze ali spodbujajo delovanje Bcl2,
dajejo odpornost proti ishemicni poskodbi. Kaspaze so aspartatno specifi¢ne cisteinske

proteaze in obstajajo v celicah kot proencimi (neaktivni encimski prekurzorji oz.
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zimogeni). Do zdaj jih je bilo identificiranih 12, kaspazi 1 in 3 pa bi naj imeli osrednji

vlogi v apoptozi po ishemiji (28).

Aktivirane kaspaze so encimi, ki cepijo proteine in s tem neposredno razgrajujejo celico,
ali pa aktivirajo neaktivne oblike drugih proteinov, ki sodelujejo pri apoptozi. Inhibitorji
kaspaz ne samo zmanjSajo koli¢ino mrtvega tkiva pri fokalni ishemiji, ampak tudi
zmanjSajo nevroloski deficit, kar kaze na moznost ohranjanja funkcij ishemiCnega

nevronskega tkiva (28).

Tudi aktivacija drugih proteaz, kot je npr. druzina IL-1B konvertaz, sodeluje pri apoptozi,

kar nakazuje na povezavo z vnetnim odzivom (30).

INTRACELULARNI
ISHEMJA — | ATP — {
/ =3
ZASTOJ V SINTEZI
PROTEINOV
A
Vs %
AKTIVACIJA LIPOLIZA SPROSCANJE
PROTEAZ ] GLUTAMATA
SR BBEE ARAHIDONAT

CITOSKELETA IN
DRUGIH PROTEINOV

Slika 7: Shematski prikaz dogodkov pri mozganski kapi.

1.4.5 VLOGA ASTROCITOV PRI MOZGANSKI KAPI

Nevroni so izmed vseh celic najbolj dovzetni na ishemi¢no poskodbo, Se posebej pa so
obcutljivi na poskodbe s kisikovimi prostimi radikali, ki nastajajo med in po reperfuziji. To
je najbolj ocitno pri odmiranju nevronov v dnevih po inzultu; pojav imenujemo zakasnjena
celi¢na smrt. Po drugi strani so astrociti na ishemijo znatno bolj odporni in obstaja mnogo

dokazov za njihovo konstitutivno nevroprotektivno delovanje, vsaj v razmerah in vitro

31).

Glavni vzrok za celi¢ne poskodbe po ishemiji je nastajanje reaktivnih kisikovih spojin
(ROS). Obseg poskodbe, ki jo povzrocijo kisikove reaktivne spojine, je odvisen predvsem
od astrocitov. Astrociti, ki vsebujejo glutation, namre¢ poskrbijo za odstranjevanje ve€ine

prostih radikalov. Pri ishemiji je vloga GSH v odstranjevanju oksidantov najbolj o€itna pri
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meritvah upada njegove koncentracije v obdobju reperfuzije, ko bi naj bilo nastajanje
prostih radikalov najve¢je. V celicnih kulturah je bilo dokazano, da je delovanje
ekscitotoksi¢nih spojin, ki spodbujajo nastanje ROS, odvisno od intracelularne
koncentracije GSH. Ekstracelularni GSH glede na raziskave deluje nevroprotektivno tako

in vivo kot in vitro (31).

Studije na celiénih kulturah so pokazale, da imajo astrociti ve&jo vsebnost GSH, pa tudi
mnogo vecje aktivnosti kljuénih encimov, udeleZzenih v metabolizem GSH in vi§je
koncentracije pomembnih intermediatov. Ne samo, da so astrociti bolj kompetentni za
odstranjevanje ROS, ampak tudi podpirajo odstranjevanje ROS v nevronih. Mozno je, da
lahko astrociti razbremenijo nevrone, tako da se ponudijo kot alternativna tar¢a napadu
ROS. Vplivajo tudi na nivo GSH v nevronih; poskusi na kulturah so pokazali zelo nizke
koncentracije GSH v nevronih, ¢e v kulturi ni bilo prisotnih tudi astrocitov. Nevroni,
kultivirani skupaj z astrociti, so mnogo bolj odporni na napad ROS kot nevroni, kultivirani
sami. Dokazano je bilo tudi, da astrociti z odstranjenim GSH izgubijo sposobnost pomoci

nevronom (3).

1.4.6 VLOGA HISTAMINA PRI MOZGANSKI KAPI

Cerebralna ishemija inducira prekomerno spro$c¢anje glutamata in poveca intracelularno
koncentracijo kalcija v nevronih, kar izzove encimske procese, ki vodijo v ireverzibilno
mozgansko poskodbo. Histamin se pri ishemiji povecano izloa zaradi poveCane oz.
intenzivnejSe histaminergi¢ne aktivnosti. V nasprotju z glutamatom je sproS¢anje histamina
pri ishemiji postopno in dolgotrajno. Povecanje histamina morda deluje protektivno ob
ishemi¢ni poSkodbi, saj supresija histaminergi¢ne aktivnosti poslabSa histoloski izid,
povzrocen z ishemijo. Preishemi¢na administracija histamina zavre ishemi¢no sproscanje
glutamata in zmanjSa nevronsko poskodbo, medtem ko blokada centralnih H, receptorjev
poslabsa ishemi¢no poskodbo. To nakazuje, da ima histamin zas¢itne u€inke pri ishemi¢ni
poskodbi, posredovane preko H, receptorjev, kadar se histamin da pred indukcijo ishemije.
Postishemic¢no dajanje histidina (prekurzorja histamina) ublazi tako mozganski infarkt kot
zakasnelo nevronsko smrt; s tem bi se lahko preprecevalo reperfuzijske poSkodbe po
ishemi¢nih dogodkih. Protivnetno delovanje, povzroceno s stimulacijo H, receptorjev, je

najverjetnejsi mehanizem, odgovoren za izboljSanje (3).
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1.4.7 DEKSAMETAZON PRI ZDRAVLJENJU MOZGANSKE
KAPI

Glukokortikoidi so razred steroidnih hormonov, ki se vezejo na glukokortikoidne
receptorje, prisotne v skoraj vseh celicah vretenCarjev. Ime je skovanka, ki nakazuje na
njihovo vlogo v regulaciji metabolizma glukoze, sintezo v adrenalni skorji in steroidno

strukturo (glucose + cortex + steroid) (32).

Njihova glavna vloga je modulacija vnetne reakcije. Sodelujejo v povratnih mehanizmih
pri imunskem odzivu in zmanjSujejo aktivnost imunskega sistema. Po vezavi na receptor se
sprozi ekspresija protivnetnih proteinov v jedru, zavre pa izrazanje provnetnih proteinov v

citosolu (32).

Deksametazon spada med sinteticne glukokortikoide. Njegovo delovanje je 20 do 30-krat

mocnejSe od naravnega hormona kortizola in 4 do 5-krat mocnejsSe od prednizona (33).

Ker je bila farmakoterapija z glukokortikoidi pri vnetjih in neoplazmah v mozganih tako
uspesna, so podobne ucinke pri¢akovali tudi pri zdravljenju mozganske kapi, ¢eprav Se ni
bil poznan to¢en patoloski proces, niti metodologija za klini¢na preskuSanja. Vecina
preskusanj je bilo premajhnih v obsegu ali pa prepoznih za zdravljenje poskodbe, kar je

vodilo v (pre)zgodnje opuscanje te potencialne poti zdravljenja (34).

Citotoksic¢ni ali intracelularni edem predstavlja najzgodnejsi odziv na cerebralno poSkodbo
(ishemic¢no ali travmati¢no) in je posledica odpovedi ionskih ¢rpalk, kar povzro¢i vdor
vode v celice. Klini¢ni u€inek in odziv na kortikosteroide pri tem tipu edema je negotov.
Vazogeni edem se pojavi vec¢ ur kasneje in je posledica poskodovane krvno-mozganske
bariere, ki postane prepustna in dovoljuje vstop vode, elektrolitov in tudi proteinov v
parenhim. V Studijah vazogenega edema pri moZganskih tumorjih so odkrili mocno
odzivnost na kortikosteroide, kar nakazuje tudi na moznost uporabe pri mozganski kapi;
tezava je le v tem, da vazogeni edem nima velikega prispevka k celotnemu edemu po
ishemicni kapi. Razlika v patofiziologiji obeh tipov edema je morda vzrok za razlike v

terapevtskem odzivu (34, 35).

Deksametazon je v doloCenih Studijah zmanjSal mozganski edem po ishemiji, vendar
mehanizem $e ni poznan. Ena mozZnost je inhibicija aktivnega transporta Na™ preko krvno-

mozganske bariere (KMB), saj nekateri steroidi, Se posebej progesteron, inhibirajo natrijev
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transport v izoliranih mozganskih kapilarah. V $tudiji je bil moZganski edem znacilno
zmanjSan po predzdravljenju z deksametazonom ali progesteronom. Oba steroida sta v
zdravih mozganih zmanjSala permeabilnost KMB na aminoizomasleno kislino (AIB,
pasivno permeabilna spojina) za okoli 40 %, v ishemi¢nih mozganih pa v manj$i meri.
Nasprotno, uporaba steroidov ni imela vpliva na permeabilnost bariere za Na™ niti v
zdravih niti ishemi¢nih mozganih. Studija nakazuje, da zdravljenje z deksametazonom ali
progesteronom sicer zmanj$a mozganski edem v prvih fazah ishemije, vendar ta ucinek ni

posledica zmanj$ane permeabilnost krvno-moZganske bariere na Na" (36).

Glukokortikoidi imajo lahko mocan ucinek na izid mozganske poskodbe, vendar je le-ta
izrazito odvisen od &asa dajanja po inzultu. Ceprav ima dajanje kortikosteroidov tik pred
ali po inzultu majhen ucinek na poskodbo, pri podganjih mladicih pa celo poveca smrtnost,
je Barks s sodelavci pokazal, da je delovala uporaba 24 ur pred inzultom mocno
protektivno. Tudi uporaba 6 ur pred inzultom je nudila nekaj zascite. Mehanizem tega

ucinka Se ni odkrit (30).

Studija, v katero so vkljuéili 100 pacientov z infarktom v obmogju srednje cerebralne
arterije, kiso nakljucno prejemali deksametazon (100 mg i.v. na dan, 7 dni), po enem letu
spremljanja ni pokazala razlik v primerjavi s kontrolno skupino. Kljub temu pa so pri
bolnikih, ki so prejemali deksametazon, opazili hitrejSe vidno izboljSanje, Se posebej pri

tistih s hudimi kapmi in obseznimi edemi (35).

V drugi Studiji pa so pri bolnikih s kapjo, ki so prejemali deksametazon, opazili vecjo
smrtnost in slabSe izboljSanje stanja kot pri kontrolni skupini bolnikov, vendar so imeli
pacienti, ki so prejemali deksametazon, tudi obseZnejSe kapi. Statisti¢na analiza pacientov
s kapjo v predelu srednje cerebralne arterije ni pokazala razlike v izidu in nezelenih
posledicah zdravljenja pri pacientih na terapiji s steroidi ali brez njih. Zato so mnenja o

uporabi steroidov pri mozganski kapi deljena (35, 37).

Studije nakazujejo, da deksametazon v nezrelih podganjih mozganih nabrz deluje
protektivno proti ishemiji, saj poveca obseg glikolize in s tem poveca koncentracijo
mozganskega ATP. Kortikosteroidi imajo na mozgane Se druge neraziskane ucinke, kot je
znacilno povecan krvni pretok skozi mozgane na testnih Zivalih. Sodelovali bi naj tudi pri

odstranjevanju prostih radikalov. Vseeno pa $e ni dovolj dokazov, ki bi podpirali rutinsko
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uporabo glukokortikoidov pri akutnem cerebralnem infarktu; za zdravljenje edema se

preferirajo dehidracijske spojine, kot je npr. glicerol (34, 35, 38).
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2. NAMEN DELA IN DELOVNE
HIPOTEZE

Mozgani c¢loveka tehtajo 1,5 kg, kar predstavlja najve¢ 2 % telesne mase. Mozgani so
dobro prekrvljeni, saj gre skozi njih priblizno 12 do 15 % krvi na ¢asovno enoto. Porabijo
tudi 20 % vse glukoze, ki jo potrebuje telo, zato je dovajanje kisika in hranil nujno za
vzdrzevanje pravilnega delovanja moZzganov. MoZganska smrt nastopi nekaj minut po
prekinitvi krvnega obtoka; pri zdravljenju mozganske kapi imamo 3 urni interval, v

katerem moramo izvesti interventne posege, da se izognemo nevroloskim posledicam.

V naSem delu nas je zanimalo, kako na pomanjkanje kisika in hranil reagirajo astrociti.
Zato smo jim odvzeli glukozo in serum in jih postavili v inkubator, ki ni vseboval kisika;
vzpostavili smo eksperimentalni model mozganske kapi in preverili, kako to vpliva na
privzem histamina v astrocite. Ker vsaka poskodba mozganov izzove vnetje, ki dodatno
okvari mozgane, smo v drugem delu raziskovalne naloge preverili, ¢e kortikosteroidi

zmanj$ajo posledice eksperimentalne poskodbe.

V raziskovalni nalogi smo preverili naslednje delovne hipoteze:

1. Po odtegnitvi kisika in hranil se bo koli¢ina privzetega histamina v astrocite zmanjsala.
2. Pomanjkanje kisika in hranil bo spremenilo kinetiko privzema histamina.

3. Deksametazon bo ohranil sposobnost privzema histamina v astrocite.
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3. MATERIALI IN OPREMA

3.1 MATERIALI

= [*H]-histamin (histamine dihydrochloride) (66,7 GB g/mmol; specifi¢na aktivnost
12,54 Ci/mmol; Perkin Elmer, ZDA)
» Histamin (histamine dihydrochloride) (Sigma)
» L-15 Medium (Leibovitz); Sigma
» Tripsin — EDTA, 0,05 % (1X), GIBCO
* Antibiotik gentamicin — 50 mg/ml; GIBCO, 15750-045
* Albumin iz govejega seruma (Sigma)
* DMEM - po Dulbeccu spremenjen Eaglov medij (1X); GIBCO
= Natrijev piruvat, 100 mM; GIBCO
= L-glutamin, 200 mM (100X); GIBCO
» pufer za privzem histamina, sestava:
o0 HEPES (Sigma)
MgSO4 x 7TH,0 (Sigma)
CaCl; (Sigma)
Glukoza (Merck)
NaCl (Merck)
KCI (Merck)
0 KH,PO4 (Merck)

O O O O O

» Scintilacijska teko¢ina Aquasol (DuPont)
= Reagent za barvanje (Bio-Rad Protein Assay)
= NaOH (Merck)
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3.2 OPREMA

VRSTA APARATURE PROIZVAJALEC

Brezprasna komora z laminarnim pretokom

zraka Iskra

Centrifuga Sigma
Centrifugirke TPP, Eppendorf
Hladilnik Gorenje

Inkubator Binder
Mikrotitrske plosce TPP (96 well, UV-transparentne)
Nastavki za pipete TPP, Eppendorf
Plastenke za gojenje s perforiranim

zamaskom S e

Pipete Gilson, Eppendorf
Scintilacijski Stevec Perkin Elmer
Spektrofotometer Tecan Group Ltd.
Tehtnica Mettler

Vorteks Tehtnica Zelezniki
Zmrzovalna skrinja Gorenje
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4. METODE

4.1 POSKUSNE ZIVALI

Za izvajanje poskusov na zivalih smo pridobili dovoljenje Veterinarske uprave Republike
Slovenije §t. 34401-1/2010/8. Prav tako so bili vsi postopki na Zivalih opravljeni v skladu s
smernicami za delo s poskusnimi zivalmi, ki ga je izdal Komite za za$Cito Zzivali

Nacionalnih Institutov zdravja, Bethesda, ZDA.

Za pripravo primarnih kultur astrocitov smo uporabili neonatalne (3 dni stare) podgane
vrste Rattus norveginus seva Wistar obeh spolov. Zivali smo Zrtvovali z namenom

odstranitve mozganov.

To zivalsko vrsto smo izbrali zlasti zaradi moZnosti primerjave z Ze objavljenimi Studijami,
moznosti prenosa ugotovitev v humano medicino ter lahke dostopnosti. Zivalsko tkivo je
bilo potrebno uporabiti, ker ni ustreznega nezivalskega modela za izvajanje poskusov,

potrebnih za preverjanje nasih hipotez.

4.2 PRIPRAVA PRIMARNIH KULTUR
ASTROCITOV

Za pridobitev ¢istih kultur astrocitov mozganske skorje smo le-te pripravljali po

uveljavljenemu protokolu.

Podgane je dekapitiral tehnik, ki ima dovoljenje za izvajanje evtanazije poskusnih zivali.
Iz lobanje dekapitiranih podgan smo previdno odstranili moZgane ter jih potopili v
raztopino Leibowitz L-15. Nato smo z moZzganov odstranili mozganske ovojnice in izolirali
mozgansko skorjo. S pomocjo pipet in injekcijskih igel razlicnih svetlin smo mehansko
razdrobili mozgansko tkivo v raztopini L-15. Dobljeno suspenzijo smo centrifugirali, nato
pa usedlino prenesli v gojilne posode z medijem DMEM (po Dulbeccu modificiran Eaglov
medij). Ta poleg visoke koncentracije glukoze vsebuje Se 10 % fetalnega govejega seruma
(FBS), 1 mM piruvata, 2 mM glutamina in 25 pg/ml gentamicina. Celice smo vzgajali v

inkubatorju pri 37 °C, v meSanici 95 % zraka in 5 % CO».
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Celice smo gojili do prve konfluentnosti, jih nato stresali preko noci pri 225 obratih/minuto
in zjutraj zamenjali medij. S postopkom, ki smo ga ponovili tri dni zapored, smo odstranili
kontaminirajoce celice, predvsem mikroglijo, ki se ne more pritrditi na gojitveno posodo
tako dobro kot astrociti. Nato smo celice v posodicah tripsinizirali in odlepljene prenesli v
nove posode. 24 ur smo jih gojili v prisotnosti 20 pM/mg antimetabolita citozin

arabinozida, ki je onemogocil rast fibroblastom.

Ko so celice znova postale konfluentne, smo jih ponovno 3 dni stresali ¢ez noc¢, ¢ez dan pa
zamenjali medij. Zopet smo jih tripsinizirali in prenesli na testne plosce z 12 luknjicami; te

kulture astrocitov smo v inkubatorju gojili Se 3 tedne, nato pa smo jih uporabili za poskus.

4.3 PRIVZEM HISTAMINA V KULTURE
ASTROCITOV

Za pridobitev informacij o lastnostih privzema histamina v kulture astrocitov smo plosce
najprej za dolocen Cas izpostavili hipoksiji in pomanjkanju hranil, za tem pa Se simulirali
reperfuzijo s ponovnim dodatkom hranil in kisika za 21 ur. Nato smo spremljali
koncentracijsko odvisnost privzema ter vpliv dodatka deksametazona na privzem

histamina.

4.3.1 PRIPRAVA TESTNIH PLOSC

Ishemija in reperfuzija v razmerah in vitro
Vsako plosc¢o smo pred poskusom izpostavili pomanjkanju kisika in hranil. Celicam smo

najprej odstranili gojilni medij ter ga nadomestili z DMEM brez glukoze in seruma. Nato
smo jih inkubirali 1, 3 ali 6 ur v inkubatorju z 0,2 % O, in 5 % CO,. Po hipoksiji smo
celicam zamenjali medij; ponovno smo dodali gojitveni medij z visoko koncentracijo
glukoze in seruma, inkubirali nadaljnjih 21 ur pri 37°C, 95 % zraka in 5 % O, ter nato

naredili poskus privzema histamina.

Inkubacija z deksametazonom
Deksametazon smo v primarne kulture astrocitov dodali pred izpostavitvijo hipoksiji ali

med reperfuzijo (po hipoksiji); v vsakem primeru je inkubacija z deksametazonom trajala
24 ur pri 37 °C. Nato smo odstranili medij z dodatkom deksametazona in ga zamenjali s

svezim. Enako smo naredili tudi s kontrolno plosc¢o, le da ni bila izpostavljena hipoksiji.
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4.3.2 POSKUS

Privzem histamina
Poskuse smo izvajali pri 37 °C, kjer se spremlja celokupni privzem in pri 4 °C, kjer

prevladuje nespecifi¢en privzem; za inkubacijo pri 4 °C smo vzorce postavili na led, pri 37
°C pa smo vzorce imeli v inkubatorju. Specifi¢ni privzem je predstavljal razliko med

celokupnim privzemom in privzemom histamina, izmerjenega pri 4 °C.

Najprej smo odstranili DMEM medij in celice dvakrat sprali s pufrom za privzem. Nato
smo na plos¢e dodali razline koncentracije *H-histamina in histamina, v koné¢nih
koncentracijskih obmocjih od 0,125 pM do 90 pM in inkubirali 20 minut pri 37 oz. 4 °C.
Slepi vzorec so predstavljali astrociti, ki jim je bil dodan le pufer za privzem. Po preteklem
¢asu smo reakcijo prekinili s postavitvijo testnih plosS¢ na led ter odstranitvijo inkubacijske
tekocCine. Sledilo je trikratno spiranje z ledeno mrzlim pufrom brez CaCl, in liziranje celic
z dodatkom 300 pl 0,5 M NaOH med stresanjem. V 250 pl lizata smo s scintilacijskim
Stevcem izmerili koli¢ino privzetega histamina, v preostalem lizatu pa smo dolocili

koncentracijo proteinov.

Vpliv deksametazona na privzem histamina:
Na za&etku poskusa smo dodali po 100 pl 0,125 uM *H-histamina, inkubirali 20 minut pri

37 °C in privzem prekinili s postavitvijo reakcijskih petrijevk na led ter odstranitvijo
inkubacijske tekocine. Sledilo je trikratno spiranje z ledeno mrzlim pufrom brez CaCl, in
liziranje celic z 300 ul 0,5 M NaOH med stresanjem. V 250 pl lizata smo s scintilacijskim
Stevecem izmerili koli¢ino privzetega histamina, v preostalem lizatu pa smo dolocili

koncentracijo proteinov.

4.4 DOLOCANJE KONCENTRACIJE
PRIVZETEGA HISTAMINA

Koncentracijo histamina, privzetega v celice, smo dolocili s teko¢inskim scintilacijskim
Steveem, s katerim smo merili B sevanje, ki ga oddaja *H histamin. 250 pl vsakega vzorca
smo dodali 1500 ml scintilacijske tekoCine Aquasol; to je 'koktejl' aromatskih topil z
dodatkom scintilatorjev. Scintilator je snov, ki absorbira energijo ionizirajoega sevanja,

nato pa jo odda v obliki svetlobe. V idealnih pogojih vsak beta Zarek povzroci svetlobni
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signal. Stevec ima dve fotopomnoZevalni celici, ki zaznavata svetlobne signale. Stejejo se
le signali, ki dosezejo obe celici, ostale pa detektor prezre; s tem se odstrani Sum ozadja.

Meritve so potekale pri sobnem tlaku in temperaturi.

4.5 DOLOCANJE KONCENTRACIJE PROTEINOV
(METODA PO BRADFORDU)

Koncentracijo proteinov smo dolocali po Bradfordovi metodi (z barvilom BioRad). Na
mikrotitrske plos€e smo odpipetirali standarde albumina (0,5 pg, 1 pg, 1,6 pg, 2 ug, 4 pg,
6 ug in 10 pg, razredéeno na 200 pl) ter po 8 ul vzorcev, ki smo jim dodali po 152 uL
vode in 40 pL barvila ter premesali. Pripravljene raztopine smo pustili stati 30 min pri
sobni temperaturi, nato pa spektrofotometri¢no izmerili absorpcijo pri 595 nm valovne
dolzine. Dobljene koncentracije proteinov smo uporabili pri podajanju koncentracij

privzetega histamina. Meritve so potekale pri sobnem tlaku in temperaturi.

4.6 ANALIZA PODATKOV

Vse poskuse smo veckrat ponovili. Vsak poskus je bil izveden najmanj v treh paralelah,

rezultati pa so bili statisticno obdelani.

Statisticno znacilne razlike smo racunali z enosmerno analizo variance (ANOVA) pri
primerjavi ve¢ skupin hkrati. Statisticno znacilno razliko predstavlja stopnja tveganja

najvec 0,05.

Za analizo podatkov smo uporabili ra¢unalniski program GraphPad Prism 5.

4.6.1 PRIVZEM HISTAMINA

Za dolocitev in primerjavo kineti¢nih parametrov privzema histamina v astrocite smo
dobljene podatke obdelali z nelinearno regresijo. Nelinearna regresija prilagodi podatke
katerikoli enacbi, ki definira Y kot funkcijo X in Se enega ali ve¢ parametrov; poisce
vrednosti, ki tvorijo krivuljo, ki je ¢im blizje izvornim podatkom (minimizira vsoto

kvadratov navpi¢nih razlik med tockami iz podatkov in krivuljo).

37



Rok Martinci¢: Vpliv deksametazona na privzem histamina v astrocite neonatalnih Ljubljana,
podgan po odtegnitvi kisika in hranil 2011

S tem procesom smo eksperimentalne podatke prilagodili enacbi 7, ¢e smo Zeleli podatke o
koli¢ini privzema (Bnax), 0z. enacbi 2, ¢e smo zeleli podatke hitrosti privzema (Vpax). S
prvo enacbo smo izracunali tudi ravnotezno konstanto privzema; z drugo pa Michaelis-

Mentonovo konstanto privzema (K,).

Vrednosti parametrov smo nato statisticno primerjali z enostransko analizo variance

(ANOVA) z naknadnim Bonferronijevim testom (39, 40).

_ Brmax[L]
Ll+kKp (1)

W o Yo [S]
[Z]+ Koy 2)

4.6.2 VPLIV DEKSAMETAZONA NA PRIVZEM

Obdelava podatkov je bila enostavnejSa, saj je bila edina uporabljena koncentracija
histamina 0,125 puM. Pri vsakem poskusu smo tako izracunali koli¢ino histamina, ki se je
privzel pri tej koncentraciji, vrednosti pa nato primerjali z enostransko analizo variance

(ANOVA) z naknadnim Bonferronijevim testom.
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5. REZULTATI

5.1 PRIVZEM HISTAMINA V ODVISNOSTI OD
KONCENTRACIJE HISTAMINA

5.1.1. CELOKUPNI PRIVZEM

Histamin se v fizioloskih razmerah v neonatalne astrocite privzema s pomocjo dveh
procesov: transportom preko prenaSalca in elektrodifuzijo (25). V nasih poskusih smo
privzem histamina preucevali pri 37 °C, kjer smo merili celokupni privzem (vsota
specifinega in nespecificnega privzema), ter pri 4 °C, kjer smo merili le nespecificni

privzem histamina, saj energetsko odvisni procesi ne potekajo pri tej temperaturi.

Kot kontrolna vrednost, s katero smo primerjali vrednosti kineticnih in farmakoloskih
parametrov privzema histamina po prehodnem pomanjkanju hrane in kisika so nam sluzili
rezultati privzema histamina v astrocite, vzgojene po istih metodah in v »fizioloskih«

razmerah. Maksimalni privzem je znasal 310 £ 56,77 pmol/mg prot./min.

Maksimalni privzem histamina (By,ax) je pri 1 urnem pomanjkanju kisika in hranil znasal
67,21 £ 10,59 pmol/mg prot./min, pri 3 urnem pomanjkanju 238,8 + 74,03 pmol/mg

prot./min, pri 6 urnem pomanjkanju pa 122,3 + 20,72 pmol/mg prot./min.
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Slika 8: Privzem histamina v astrocite v odvisnosti od njegove koncentracije pri 37 °C oz.
4 °C; na grafu 1A je prikazan privzem brez predhodne hipoksije in pomanjkanja hranil,
grafi 1B, 1C oz. 1D pa prikazujejo privzem po 1-, 3- oz. 6-urni hipoksiji in pomanjkanju
hranil. Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna napaka aritmeticne
sredine najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.
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Vrednosti maksimalnega privzema smo statisticno primerjali z enostransko analizo
variance (ANOVA) in naknadnim Bonferronijevim testom; med vrednostmi ni bilo

statistiéno znacilnih razlik.
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Slika 9: Maksimalni privzem histamina pri kontroli ter 1 urnem, 3 urnem in 6 urnem
pomanjkanju kisika in hranil. Vrednosti maksimalnega privzema smo primerjali z
enostransko analizo variance (ANOVA) in naknadnim Bonferronijevim testom; med
vrednostmi ni bilo statisticno znacilnih razlik. Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost
* standardna napaka aritmeti¢ne sredine najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.

5.1.2. SPECIFICNI PRIVZEM

Specifi¢ni privzem histamina poteka preko selektivnega, Se neopredeljenega transporterja.
Gre za aktiven proces, saj je za prenos potrebna energija v obliki ATP, delovanje

prenasalca pa je odvisno tudi od ustreznega gradienta Na'.

Ker Se ne poznamo selektivnega zaviralca privzema histamina, smo najprej izmerili
celokupni privzem v astrocite pri 37 °C ter nespecifi¢ni privzem pri 4 °C. Vrednosti
specifinega privzema smo nato dobili tako, da smo od celokupnega odsteli nespecificni

privzem histamina.

Iz dobljenih podatkov smo z nelinearno regresijo dobili krivulje hitrosti specifi¢nega
privzema, ki so nam dale vrednosti parametrov specifi¢nega privzema: maksimalno hitrost

privzema (Vmax) ter Michaelis-Mentenovo konstanto (K.y).
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Slika 10: Specifi¢ni privzem histamina in hitrost specificnega privzema pri kontroli, ki ni
bila izpostavljena hipoksiji in pomanjkanju hranil. V. specifiénega privzema histamina
je znaSala 4,922 + 0,001 pmol/mg prot./min, K, pa je bila 23,87 + 0,02 uM. Vrednosti so
prikazane kot srednja vrednost * standardna napaka aritmeti¢ne sredine najmanj 2
poskusov, opravljenih v triplikatih.
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Slika 11: Specifi¢ni privzem histamina in hitrost specifi¢nega privzema pri astrocitih, ki so
bili izpostavljeni 1-urni hipoksiji in pomanjkanju hranil. V. specificnega privzema
histamina je znasala 0,8981 + 0,0004 pmol/mg prot./min, K;, pa je bila 7,80 + 0,01 uM.
Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna napaka aritmeticne sredine
najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.
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Slika 12: Specifi¢ni privzem histamina in hitrost specificnega privzema pri astrocitih, ki so
bili izpostavljeni 3-urni hipoksiji in pomanjkanju hranil. V. specificnega privzema
histamina je znaSala 2,233 + 0,001 pmol/mg prot./min, K, pa je bila 40,78 £ 0,05 uM.
Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna napaka aritmeti¢ne sredine
najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.
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Slika 13: Specifi¢ni privzem histamina in hitrost specifi¢nega privzema pri astrocitih, ki so
bili izpostavljeni 6-urni hipoksiji in pomanjkanju hranil. V. specificnega privzema
histamina je znasala 2,445 £+ 0,001 pmol/mg prot./min, K, pa je bila 15,00 = 0,01 uM.
Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna napaka aritmeticne sredine
najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.
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Vrednosti maksimalne hitrosti specificnega privzema in Michaelis-Mentenove konstante
smo statisticno primerjali z enostransko analizo variance (ANOVA) z naknadnim
Bonferronijevim testom; ugotovili smo znacilne razlike, tako v primerjavi s kontrolo, kot

med samimi hipoksijami.
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Slika 14: Maksimalna hitrost privzema histamina (V ,,.x) ter Michaelis-Mentenova konstanta (K,)
pri kontroli ter I-urnem, 3-urnem in 6-urnem pomanjkanju kisika in hranil. Vrednosti
maksimalnega privzema smo primerjali z enostransko analizo variance (ANOVA) in
naknadnim Bonferronijevim testom; vrednosti, oznacene z zvezdicami, predstavljajo statisti¢no
znadilne razlike, **** p < 0,0001. Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna
napaka aritmeti¢ne sredine najmanj 2 poskusov, opravljenih v triplikatih.

5.2 VPLIV DEKSAMETAZONA NA PRIVZEM
HISTAMINA

Mozganska poskodba izzove vnetje, ki delovanje mozganov dodatno okvari; poskodovane
mozganske celice za¢no proizvajati mediatorje vnetja, izlocajo pa tudi kemokine, ki vodijo

migracijo dodatnih vnetnih celic proti ishemi¢nemu podrocju (28).

Poskodba, povzrocena zaradi vnetja se zmanjSa, kadar se prepreci infiltracija nevrofilcev
(z indukcijo sistemske nevtropenije), nevtralizira adhezijske molekule s protitelesi ali pa

zavre delovanje vnetnih mediatorjev (28).

Glukokortikoidi so znani modulatorji vnetne reakcije. Sodelujejo v povratnih mehanizmih

pri imunskem odzivu in zmanjSujejo njegovo aktivnost. Mehanizem njihovega delovanja
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Se ni povsem pojasnjen; vplivajo na izrazanje protivnetnih proteinov v jedru in zavirajo

sintezo provnetnih proteinov v citosolu (32).

Ker je pomen vnetja pri ishemicni mozganski poskodbi velik, smo v drugem delu
diplomskega dela preverili, ¢e kortikosteroidi lahko zmanjSajo vpliv eksperimentalne

poskodbe na privzem histamina v astrocite.

Deksametazon smo v kulture dodali pred izpostavitvijo hipoksiji in pomanjkanju hranil ali
med reperfuzijo (po izpostavitvi hipoksiji in pomanjkanju hranil). V vsakem primeru je
inkubacija trajala 24 ur pri 37 °C. Nato smo v kulture dodali 0,125 uM histamin in izvedli
privzem. Dobljene vrednosti privzema smo statisticno primerjali z enostransko analizo
variance (ANOVA) ter naknadnim Bonferronijevim testom; ugotovili smo, da med

vrednostmi privzema ni bilo znacilnih razlik.
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Slika 15: Vpliv dodatka deksametazona na privzem 0,125 pM histamina. Vrednosti
maksimalnega privzema smo primerjali z enostransko analizo variance (ANOVA) in
naknadnim Bonferronijevim testom; deksametazon pri kulturah, ki so bile izpostavljene
odtegnitvi kisika in hranil, ni vplival na privzem histamina v primerjavi s kontrolo. Prav
tako se niso pokazale nobene znacilne razlike med kulturami, ¢e je bil histamin dodan pred
ali po odtegnitvi kisika in hranil. Vrednosti so prikazane kot srednja vrednost + standardna
napaka aritmeti¢ne sredine reprezentativnega poskusa, opravljenega v triplikatih.
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6. RAZPRAVA

Nevrotransmisija v osrednjem zivéenem sistemu je mo¢no uravnavana. Za normalno
funkcijo mozganov mora biti spro§€anje nevrotransmiterjev natancno, prav tako pa je
pomembna njihova ¢im hitrejSa inaktivacija oziroma odstranitev z mesta delovanja, ker
lahko koncentracija nevtrotransmiterja po spros¢anju v sinapti¢no Spranjo doseze celo
molarne vrednosti; povpre¢na koncentracija histamina v CZS je 315 nmol/L. Ce ne
pride do hitre in ucinkovite odstranitve prenasalcev, ostanejo nevroni prekomerno
vzdrazeni, kar vodi v njihovo nepravilno delovanje in lahko nevrone tudi ireverzibilno

poskoduje.

Mozganska kap je skupek nevroloskih izpadov, ki so ali posledica prehodnega ali
trajnega zmanjSanja v pretoku krvi skozi eno izmed glavnih mozganskih arterij ali
krvavitve. Vzrok za ishemi¢no moZzgansko kap je veCinoma zamasSitev zile zaradi
tromboze ali embolije. Nezadosten pretok krvi skozi mozgane omeji dostavo
substratov, Se posebej kisika in glukoze, kar zmanjsa koli¢ino energije, ki je na voljo za
vzdrzevanje ionskih gradientov (28), ki so nujno potrebni za vzdrzevanje membranskih
potencialov in normalno delovanje mozganskih celic. Ker nimajo mozgani prakti¢no
nobene zaloge kisika in zelo majhne zaloge glikogena in glukoze, so zelo obcutljivi na
ishemi¢ne poskodbe (3). Zaradi iz¢rpanih energijskih zalog in porusenih ionskih
gradientov so onemogoceni Stevilni celi¢ni procesi, med drugim tudi privzem

nevrotransmiterjev prek transporterjev.

Za ponazoritev ishemi¢nih razmer smo v nasem delu izbrali ustaljeni ekspirementalni
model ishemije v razmerah in vitro. Celice smo premestili v inkubator, ki je bil
prepihovan z mesanico plinov (s pomanjkanjem kisika) ter gojitveni medij nadomestili

z raztopino DMEM, ki ni vsebovala niti glukoze niti govejega fetalnega seruma.

Navedeno trajanje ishemije in reperfuzije smo izbrali zato, ker izsledki klini¢nih Studij
in tudi opazanja iz klinicne prakse kazejo, da lahko mo¢no zmanjSamo posledice
ishemi¢ne mozganske kapi, ¢e ukrepamo znotraj 3 ur od nastopa simptomov (6). V tem
¢asu po nastopu simptomov ishemicne kapi obstaja moznost za interventne ukrepe,

npr. raztapljanje in/ali odstranjevanje strdkov z interventno radioloskimi postopki. Po
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tem Casovnem intervalu Ze pride do ireverzibilnih nevroloskih okvar, predvsem Zivénih

celic.

Perisinapti¢ni astrociti ne zapolnjujejo samo prostora, ampak so enakovredni clani
tridelne sinapse, ki sestoji iz pre- in postsinapti¢ne nevronske celice ter perisinapti¢nih

astrocitov (10).

Na membranah astrocitov so izrazeni $tevilni ionski kanali, kot npr. za K, Na", CI,
HCO3  in Ca’". Pomembni so pri ohranjanju prave koncentracije K™ ionov v

ekstracelularnem prostoru med nevroni, s cimer $§Citijo nevrone pred stalno

depolarizacijo (6, 10, 11).

Perisinapti¢ni astrociti sodelujejo tudi pri odstranjevanju preseznih nevrotransmiterjev
1z sinapti¢ne Spranje, saj imajo na svojih membranah izrazene Stevilne transporterje za
razli¢ne nevrotransmiterje. Astrociti histamin privzemajo v vec¢ji meri kot nevroni, zato
so najbrz tudi glavno mesto njegove inaktivacije, saj se v astrocitih izraza tudi
histamin-N-metiltransferaza, encim, ki pretvarja histamin v N-metil-histamin (41).
Zanimivo je tudi, da astrociti, ne pa zivéne celice, vsebujejo pet razli¢nih transporterjev
za glutamat, ki se tudi pretezno prevzema v astrocite, ne pa v zivéne celice, se v
astrocitih razgradi v amino kislino glutamin, ki se izplavi iz astrocitov in privzame v

zivéne celice, kjer se ponovno pretvori v nevrotransmiter glutamat (42).

Astrociti izkori$¢ajo glukozo znacilno bolje kot nevroni. Predstavljajo glavno skladisce
glikogena v CZS in tako zalagajo nevrone z glukozo. Morda je to en od razlogov, da so
na ishemi¢no poskodo obcutljivi manj kot nevroni. Zaradi tega so pomembni pri
ishemi¢ni poskodbi mozganov, saj njihove funkcije (tudi sposobnost privzema
nevrotransmiterjev) propadejo kasneje kot nevronske, oz. je potrebna obseznejSa

mozganska poskodba.

Metabolizem histamina v moZganih se za¢ne z njegovo metilacijo, ki poteka s pomocjo
encima histamin-N-metiltransferaza (HNMT). Ker se HNMT nahaja v citoplazmi celic,
histamin pa zaradi pozitivnega naboja le tezko prehaja v intracelularni prostor, se mora

pred razgradnjo privzeti nazaj v celice oz. okolisko glijo (24).

Na membranah astrocitov so izraZzeni mnogi transporterji za biogene amine;

dopaminski transporter (DAT), serotoninski transporter (SERT), noradrenalinski

47



Rok Martinci¢: Vpliv deksametazona na privzem histamina v astrocite neonatalnih Ljubljana,
podgan po odtegnitvi kisika in hranil 2011

transporter (NET), glicinski transporter (GLYT) in GABA transporter (GAT). Ti
transporterji spadajo med plazemske membranske transporterje (genska druzina SLCO6),
ki so sestavljeni iz 12 transmembranskih domen, katerih C in N terminalni del se
nahajata v citoplazmi; prenos molekul preko njih zahteva razpolozljivost Na™ ionov in

aktivnost Na'/K'-ATPaze (10, 43).

Histamin prav tako spada med biogene amine. Njegov privzem v glavnem poteka
preko selektivnega histaminskega transporterja, ki pa zaenkrat Se ni poznan; tudi ta
prenos zahteva razpolozljivost Na' ionov in aktivnost Na'/K'-ATPaze (10). Zato je
mozno (ni pa nujno), da tudi histaminski transporter spada v SCL6 druzino plazemskih
membranskih transporterjev. Gotovo ne gre za transporterje za GABA, noradrenalin,
dopamin ali glicin, saj so vsi poleg Na" sklopljeni tudi s CI', transporter za serotonin pa
tudi s K'; za histaminski transporter je znano, da je prenos neodvisen od

razpolozljivosti CI" in K (43).

Mozno je tudi, da transport histamina poteka preko prenaSalca, sorodnega
glutamatnemu. Glutamatni transporter pripada v SLC1 druzino transportnih proteinov.
Tudi ti so sekundarno-aktivni, kar pomeni, da za prenos glutamata uporabljajo prosto
energijo, shranjeno v obliki transmembranskega koncentracijskega gradienta Na', ki ga
omogoc¢a aktivno ¢érpanje ionov s pomoé&jo Na'/K™ ATPaze. Prenos ene molekule
glutamata v celico je sklopljen s so¢asnim premikom 3 Na" in 1 H' v celico, izstopi pa
en K. Izstop kalijevega iona se zgodi neodvisno od prenosa Na' in glutamata v celico

(42).

Histamin se prenaSa tudi preko drugih prenaSalcev. Dva znana transporterja za
endogene biogene amine sta plazemski membranski monoaminski transporter (PMAT)
in organski kationski transporter 3 (OCT3); oba sta sposobna tudi privzema histamina.
Privzem je neodvisen od Na' in CI, z nizko afiniteto za substrat, vendar z visoko
kapaciteto prenosa (44).

Celokupni privzem histamina torej sestavlja vec¢ razlicnih procesov; nespecificni
privzem, ki ga predstavlja pasivna difuzija prek membran, specifi¢ni aktivni privzem
preko Se nepoznanega transporterja ter olajSana difuzija, ki poteka preko transporterjev

OCT3, PMAT, MATE (in morda $e drugih).
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Proces privzema je kompleksno sestavljen, pa tudi celice se na ishemic¢no poskodbo
odzivajo razli¢no. To je morda vzrok za statisticno neznacilne razlike pri primerjavi
celokupnega privzema histamina v astrocite po eksperimentalni ishemiji, tako v
primerjavi s kontrolo kot tudi v primerjavi med razli¢no dolgimi ishemijami. Ker pri
primerjavi celokupnih privzemov nismo prisli do nobenih pravih zakljuckov, smo se v

nadaljevanju posvetili predvsem specifiénemu privzemu histamina.

Maksimalen specificni privzem histamina po eksperimentalni ishemiji se znacilno
razlikuje od kontrolne vrednosti. Po vseh eksperimentalnih ishemijah je maksimalen
specificni privzem zmanjSan vsaj za dvakrat v primerjavi s kontrolo; pri kontroli znasa
4,922 pmol/mg prot./min, pri 1-urni ishemiji 0,8981 pmol/mg prot./min, pri 3-urni
ishemiji 2,233 pmol/mg prot./min, pri 6-urni ishemiji pa 2,445 pmol/mg prot./min.

Statisticno znacilne so tudi razlike pri primerjavi razli€no dolgih ishemij. Zanimivo pa
je, da je najmanjSi maksimalni specifi¢ni privzem imela kultura, izpostavljena 1-
urnemu pomanjkanju, sledi privzem pri 3-urnem pomanjkanju, najvecji pa je bil
maksimalni specifi¢ni privzem pri 6-urnem pomanjkanju kisika in hranil. Pricakovali
smo ravno nasproten vrstni red, saj smo predvidevali, da se bo z daljSanjem

eksperimentalne ishemije privzem histamina zmanjSeval.

Pri primerjavi Michaelis-Mentenove konstante specifi¢nega privzema smo prav tako
ugotovili znacilne razlike. Ni pa priSlo do nekega sploSnega zvecanja ali zmanjSanja
konstante v primerjavi s kontrolo (23,87 uM), saj je pri 1-urnem (7,80 uM) in 6-urnem
(15,00 uM) pomanjkanju kisika in hranil K,, manjSa od kontrolne vrednosti, pri 3-
urnem pomanjkanju pa je konstanta opazno vecja (40,78 uM). Prav tako ni opaziti
nobene korelacije v parametru K,, pri primerjavi razlicno dolgih eksperimentalnih

ishemij.

Predvidevamo, da smo dobili relevantne rezultate za specifi¢ni privzem samo pri 1-urni
ishemiji. Ker sta maksimalna privzema tako pri 3-urni kot tudi 6-urni ishemiji vec¢ja v
primerjavi z 1-urno predvidevamo, da je to zaradi poSkodbe membran med ishemijo,
zaradi Cesar se je povecala nespecificna (elektro)difuzija histamina. Tezava je v tem, da
zaradi nepoznavanja strukture histaminskega transporterja tudi ne poznamo njegovega
specifiénega inhibitorja, zato smo specifi¢ni privzem izrac¢unali kot razliko privzemov

pri 37 °C in 4 °C. S tem pa se nismo mogli popolnoma znebiti vpliva Se drugih vrst
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privzema, elektrodifuzije in nespecificne difuzije, do katere lahko pride po poSkodbi

celiénih membran.

Na to misel nas napeljujejo sami rezultati. Maksimalni specificni privzem se pri 1-urni
ishemiji v primerjavi s kontrolo zmanjsa ve¢ kot za 5-krat (0,8981 proti 4,922 pmol/mg
prot./min), tako pri 3-urni (2,233 pmol/mg prot./min) kot tudi 6-urni ishemiji (2,445
pmol/mg prot./min) pa je maksimalni privzem v primerjavi s kontrolo zmanjSan malo
veC kot za faktor 2. Predvidevamo, da je po 1-urni ishemiji sicer priSlo do okvare
histaminskega transporta, ne pa Se do okvar celiénih membran. 3- in 6-urna ishemija
sta povzrocili okvare membrane astrocitov, zaradi ¢esar so postale (bolj) prepustne in
se je povecala elektrodifuzija oz. nespecificna difuzija preko membran. Predvidevamo,
da vrednost maksimalnega privzema predstavlja vsoto okrnjenega privzema prek

transporterjev ter nespecificne difuzije prek membran.

Te ugotovitve tudi sovpadajo z izsledki klini¢nih $tudij in klini¢ne prakse, ki pravijo,
da je primeren Cas za ukrepanje po mozganski kapi znotraj treh ur od nastopa ishemije.
Po 1-urni ishemiji so celice sicer imele okrnjeno funkcijo specifi¢nega privzema,
vendar so obdrzale intaktno membrano, ki je klju¢na za vzdrZevanje ionskih
gradientov. Po 3- in 6-urni hipoksiji je bil privzem histamina sicer vecji, vendar na

racun membranskih poskodb, ki ¢ez ¢as povzrocijo celi¢ni propad.

Astrociti v razmerah in vivo na poskodbo odreagirajo s t.i. reaktivno gliozo. Dogodki si
sledijo po naslednjem vrstnem redu: poskodba mozganov (mehanska, infekcijska,
nevrotoksi¢na, ishemicna); aktivacija mikroglije (mozganskih makrofagov), ki za¢nejo
izlocati Stevilne citokine in druge mediatorje vnetja, ki med drugim poskrbijo, da se
astrociti pretvorijo iz mirujo¢ih v reaktivne, ki so po svoji morfologiji in funkciji zelo
podobni  fetalnim. Hkrati pa izloCaje kemokinov in citokinov (npr. razli¢énih
predstavnikov interlevkinov), povzro¢i migracijo dodatnih vnetnih celic proti

ishemi¢nemu podrocju (8, 28).

Poskodba, povzrocena zaradi vnetja se zmanjSa, kadar se prepreci infiltracija
nevrofilcev (z indukcijo sistemske nevtropenije), nevtralizira adhezijske molekule s
protitelesi ali pa zavre delovanje vnetnih mediatorjev (28), zato se glukokortikoide Ze
uporablja npr. po mehanski poskodbi hrbtenjace, ker so ugotovili, da preprecitev vnetja

bistveno pospesi zdravljenje (45).
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Glukokortikoidi so znani modulatorji vnetne reakcije. Sodelujejo v povratnih
mehanizmih pri imunskem odzivu in zmanjSujejo aktivnost imunskega sistema.
Sprozajo ekspresijo protivnetnih proteinov v jedru in zavirajo izrazanje provnetnih

proteinov v citosolu (32).

Protivnetno delovanje glukokortikoidov poteka na ve¢ razlinih nacinov.
Glukokortikoidi zmanjSujejo transkripcijo mnogih provnetnih citokinov. To se lahko
zgodi z neposredno interakcijo s promoterskimi elementi mnogih citokinskih genov,
lahko pa posredno preko interakcije z aktivatorskim proteinom 1 (AP-1), ki je
transkripcijski faktor ali nuklearnim faktorjem-kB (NF-xB). Poleg teh ucinkov, ki jih
povzroca klasi¢na interakcija med glukokortikoidnim receptorjem in DNA oz. raznimi
proteinskimi kompleksi, imajo glukokortikoidi Se druge ucinke, od katerih so mnogi

(sploh hitri) Se nepojasnjeni (46).

V nasih eksperimentih smo opazovali tudi vpliv desametazona na privzem histamina v
astrocite, ki so bili izpostavljeni pomanjkanju kisika in hranil. Dodatek deksametazona
na privzem histamina ni imel vpliva, saj ni bilo statisticno znacilnih razlik, ¢e smo
primerjali privzem pri kontroli s privzemom po 1-, 3- in 6-urnem pomanjkanju kisika
in hranil. Prav tako nismo opazili nikakrSne razlike v koli€ini prizetega histamina v

astrocite, ¢e smo deksametazon dodali pred eksperimentalno ishemijo ali po njej.

Ker deksametazon na privzem histamina ni imel vpliva predvidevamo, da je to
posledica dejstva, da v kulturi, kjer so prisotni le astrociti, izpostavitev pomanjkanju

kisika in hranil ne povzroc¢i vnetja.

Znano je, da astrociti lahko izlocajo razne zivéne prenasalce, citokine, rastne dejavnike,
molekule zunajcelicnega matriksa ter nevrotroficne faktorje, ki uravnavajo
morfologijo, rast, diferenciacijo in prezivetje dolofenih nevronskih podskupin
(predvsem v razvojnem obdobju mozganov). Med poskodbo se spremenijo v reaktivne
celice, ki sodelujejo pri regeneraciji zivéevja oz. pri njegovem brazgotinjenju (ob vecji
poskodbi) (8). Ne izlo¢ajo pa provnetnih citokinov in kemokinov ali na kakSen

drugacen nacin neposredno sodelujejo pri vnetni reakciji.

Nase eksperimente smo izvajali in vitro, v kulturah Cistih astrocitov; in vivo so prisotne

Se druge vrste celic, npr. mikroglija. Mikroglija so celice imunskega odziva v CZS, ki
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se aktivirajo ob poSkodbi, okuzbi ali bolezni (1). Aktivirana mikroglija je sposobna
izloCanja Stevilnih provnetnih citokinov, ki inducirajo vnetje (med akutnim vnetjem
zivéevja pa delujejo tudi potencialno nevrotroficno), kemokinov, ki stimulirajo

migracijo vnetnih celic ter proteaz, ki razgrajujejo celice in zunajceli¢ni matriks (47).

Verjetno bi bili rezultati drugacéni, ¢e bi opazovali posledice ishemije in reperfuzije v
ko-kulturi, ki bi vsebovala mikroglijo in astrocte oz. Se bolj realno dogajanje in vivo bi

ponazorila kultura, ki bi vsebovala Zivéne celice, astrocite in mikroglijo.

Drugi razlog, zakaj deksametazon ni povzro€il spremembe v koli¢ini privzetega
histamina po 1-, 3- in 6-urni hipoksiji in reperfuziji, je lahko tudi v tem, ker smo
preverjali privzem pri relativno nizki (fizioloski) koncentraciji histamina 0,125 pmol/L,
kar je tudi najvi§ja koncentracija histamina, ko smo za preucevanje lahko uporabili le
radioaktivno oznacen histamin brez dodatka neoznafenega. Privzem nevrotransmiterja
postane bolj pomemben pri visjih koncentracijah, ki se v sinapsi pojavijo po

spros¢anju.

Obstaja pa tudi moznost, da je deksametazon v bistvu deloval. Brez dodatka
deksametazona bi naj bil privzem histamina pri hipoksijah manjsi kot pri kontroli.
Tako pa je prakti¢no enak, tako da bi lahko rekli, da je deksametazon pravzaprav
ohranil sposobnost privzema. Vendar je ta interpretacija rezultatov manj verjetna, saj
so bile vrednosti privzema prakti¢no enake tistim, ki smo jih dobili pri preverjanju
koncentracijske odvisnosti privzema histamina pri tej koncentraciji histamina (0,125

umol/L); torej dodatek deksametazona na privzem ni vplival.

Zaklju¢imo lahko, da pomanjkanje kisika in hranil pomembno okvari celi¢no
membrano ter funkcije membranskih transporterjev, kar spremeni lastnosti privzema
histamina v astrocite. Dodatek deksametazona v kulturah, ki vsebujejo le astrocite, na

privzem histamina nima vpliva.
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7. SKLEPI

Pomanjkanje kisika in hranil povzro¢i funkcionalno poskodbo astrocitov, ki se odraza v

spremenjenih lastnostih privzema histamina.

V diplomski nalogi smo potrdili drugo delovno hipotezo, prvo in tretjo pa smo ovrgli.

1. Po odtegnitvi kisika in hranil se koli¢ina celokupnega privzetega histamina v astrocite ni
statisti¢no znacilno zmanjSala. V normalnih razmerah poteka privzem histamina v astrocite
z olajSano difuzijo ter aktivnim transportom preko prenasSalcev. Po hipoksiji se poveca
delez histamina, ki se privzame z difuzijo, zmanjSa pa delez, ki se privzema z aktivnim

transportom; vsota celokupnega privzema ostane vseeno priblizno enaka.

2. Pomanjkanje kisika in hranil sta spremenila kinetiko specificnega privzema histamina v
astrocite. Vrednosti maksimalnega privzema histamina po eksperimentalni ishemiji so bile
vsaj dvakrat manjSe v primerjavi s kontrolno vrednostjo. Statisticno znacilne so bile tudi

razlike v Michaelis-Mentenovi konstatni specifi¢nega privzema.

3. Deksametazon ni ohranil sposobnosti privzema histamina v astrocite. Sicer so privzemi
po eksperimentalnih ishemijah prakti¢no enaki tistim pri kontroli, vendar to ni posledica

dodatka deksametazona.
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