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Povzetek

V diplomskem delu smo celicne kulture astrocitov iz mozganske skorje novorojene
podgane izpostavili razlicnim inhibitorjem normalne energijske presnove in s tem zavrli
nastajanje ATP v celici. Z 1 mM NaF smo zavrli glikolitiéne procese v celici in privzem
histamina se je zmanj$al. Inhibicija dihalne verige z 0,1 mM KCN ali 1 mM NaNjs je prav
tako povzrocCila zmanjsanje privzema histamina. Iz tega lahko zaklju¢imo, da zaviranje

energijsko odvisnih procesov v celici zmanjSa privzem histamina.

Ugotovili smo, da je privzem histamina odvisen od Na" ionov, vendar na privzem $e v

vedji meri vplivajo K* ioni.

Presenetljivo pa se je po izpostavitvi hipoksiji in odtegnitvi hranil (simulacija mozganske
kapi) privzem histamina povecal. Menimo, da je to posledica porusene integritete celicne
membrane astrocitov in posledicnega neselektivnega privzema, Kkljub temu pa drugih

vzrokov ne moremo povsem izkljugiti.

Inhibicija membranske Na'/K*-ATPaze z ouabainom ni vplivala na privzem, éeprav smo
ob uporabi ouabaina in digoksina v koncentraciji 107 M opazili vpliv na privzem, ki bi

lahko bil posledica aktivacije signalne funkcije Na'/K*- ATPaze.

Specificni membranski prenasalec za histamin Se ni poznan. Predpostavke, da je to
membranski prenasalec za monoamine (PMAT, SLC29A4), s prenosom western in
uporabo protiteles proti PMAT nismo potrdili. Z veliko verjetnostjo pa lahko trdimo, da je
ouabain v celicah sprozil signalno pot ERK1/2.

Zaklju¢imo lahko, da zaviranje energijsko odvisnih celi¢nih procesov zmanjSa privzem
histamina v astrocite. Privzem histamina je odvisen od K* ionov in v manjsi meri od Na*
ionov. Privzem histamina ne poteka preko membranskega prenasalca za monoamine

(PMAT), ouabain pa v astrocitih najverjetneje sprozi znotrajcelicno signalno pot ERK1/2.

Kljuéne besede: astrociti, privzem histamina, energijska presnova, Na'/K'-ATPaza,
PMAT

VI



Abstract

In the present work cultures from cerebral cortices of neonatal rat astrocytes were prepared
and incubated with various inhibitors of cellular energy metabolism. We inhibited the
glycolytic pathway with 1 mM NaF which resulted in decreased histamine uptake. Direct
inhibition of respiratory chain with 0,1 mM KCN or 1 mM NaNj resulted in a significant
decrease in histamine uptake, as well. We conclude that inhibition of energy-required

cellular processes results in decreased histamine uptake.
Moreover, Na™ and especially K™ ions influence histamine uptake.

Astrocyte cultures were exposed to hypoxic conditions and glucose deprivation which
surprisingly resulted in an increase of histamine uptake. The increased uptake is probably

nonspecific due to functional damage of the cellular membrane integrity.

Histamine uptake does not appear to be sensitive to ouabain inhibition of Na*/K*-ATPase.
On the other hand, incubating the astrocytes with low concentrations of ouabain and
digoxin (107 M) influenced the histamine uptake. This could be the result of the activation
of intracellular signalling pathways triggered by the Na'/K'-ATPase. Indeed, our results

suggest that ouabain stimulated the activation of ERK1/2 signalling pathway.

A specific histamine uptake carrier remains undetermined. Using western blot and specific
anti-PMAT antibodies we were unable to confirm the involvement of plasma membrane

monoamine transporter (PMAT, SLC29A4) in histamine uptake.

We conclude that inhihition of energy-required processes decreases histamine uptake in
cultured astrocytes. Histamine uptake is Na* and especially K™ dependent and does not
appear to involve PMAT. In addition, our results suggest ouabain induces the activation of

ERK1/2 signalling pathway in cultured astrocytes.

Keywords: astrocytes, histamine uptake, energy metabolism, Na'/K*- ATPase, PMAT
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OkrajSave in simboli

[K™]i- znotrajceli¢na koncentracija kalijevih ionov

[K™]o- zunajceliéna koncentracija kalijevih ionov

[Na']; - znotrajceli¢na koncentracija natrijevih ionov

[Na*]o- zunajceli¢na koncentracija natrijevih ionov

ATP- adenozin-5'-trifosfat

EGFR- receptor za epidermalni rastni dejavnik (angl. epidermal growth factor receptor)

ERK1/2- z zunajceli¢nimi signali regulirana kinaza (angl. extracellular signal-regulated
kinase 1/2- sinonim: p44/42 MAPK)

GABA- y-aminomaslena kislina

GFAP- glialna fibrilarna kisla beljakovina (angl. glial fibrillary acidic protein)

KG- kardiotonicni glikozidi

MAPK- z mitogeni aktivirana protein kinaza (angl. mitogen-activated protein kinase)
MRNA- informacijska ribonukleinska kislina (angl. messenger RNA)

NKA- Na'/K*- ATPaza (sinonim: Na'/K"- &rpalka ali Na'- ¢rpalka)

NMDAR- glutamatni ionotropni receptor, katerega selektivni agonist je N-metil-D-aspartat
(NMDA)

OCT- druzina prenaSalcev organskih kationov (angl. organic cation transporters)

PMAT- membranski monoaminski prenaSalec (angl. plasma membrane monoamine
transporter, ENT4, SLC29A4)

Ras- signalna beljakovina Ras iz skupine monomernih beljakovin G

SLC6- prenasalec topljencev 6 (angl. solute carrier 6)

VIl



UvoD

1. Histoloska zgradba osrednjega Zivénega sistema
Osrednji zivéni sistem sestavljajo zivéne celice in celice nevroglije. Celice glije so

najstevilnejse celice osrednjega zivéevja. Delimo jih na mikroglijo in makroglijo.

Slika 1: Medsebojna lega in povezanost celic v osrednjem Zivénem sistemu

1- oligodendrocit, 2- nevrit (akson), 3- telo zivéne celice, 4- mielinska ovojnica, 5-
mikroglija, 6- astrocit, 7- sinapsa, 8- krvna kapilara. Prirejeno po [1].

Celice mikroglije so mezodermalnega izvora. Udelezene so pri vnetnem odzivu in imajo
lastnosti podobne makrofagom v krvi. Celice makroglije so ektodermalnega izvora in jih
sestavljajo oligodendrociti in astrociti. Oligodendrociti z mielinsko ovojnico obdajajo
zivéna vlakna in so analogi Schwannovih celic, ki ovijajo aksone nevronov perifernega

ziv€evja. Astrociti predstavljajo najstevilnejse celice glije [2].

Slika 2: Primarna kultura astrocitov iz mozganske skorje novorojene podgane



Celice so obarvane s protitelesom proti glialni kisli fibrilarni beljakovini (angl. glial
fibrillary acidic protein — GFAP), intermediarnemu filamentu, ki je znacilen oznacevalec
astrocitov in vitro in in vivo [3]. Slika je bila posneta na Institutu za patolosko fiziologijo,
Medicinska fakulteta, Ljubljana, Slovenija [4].

2. Funkcije astrocitov

Delovanje nevroglije je prvi opisal Rudolf Virchow leta 1858 in sicer kot »substanca..., Ki
lezi med ustreznimi deli ziv€evja, jih drzi skupaj in daje tej celoti v vecji oziroma manjsi
meri tudi obliko« [5]. Astrociti so neenakomerne, zvezdaste oblike z dolgimi izrastki, ki se
stikajo z nevroni, kapilarami ali mozgansko ovojnico pio mater [6]. Dolgo je veljalo
prepricanje, da nudijo zgolj podporo zivénim celicam. V zadnjem ¢asu vedenje o njihovih

funkcijah narasca.

2.1. Astrociti oskrbujejo zivéne celice s hranili

Zaradi svoje lege med kapilaro in zivéno celico lahko privzemajo glukozo iz krvi, jo
presnovijo in oskrbujejo zivéne celice z laktatom, ki je pomemben dopolnilni presnovni vir
v primeru pomanjkanja Kisika ali glukoze [7]. Astrociti imajo tudi veliko ve¢jo zalogo
glikogena kot zivéne celice (Ceprav je ta zaloga v primerjavi z misi¢nimi ali jetrnimi

celicami skromna) in ga lahko v primeru pomanjkanja glukoze uc¢inkovito uporabijo [8].

2.2. Astrociti iz sinapse privzemajo glutamat

Odrasli astrociti podgane in ¢loveka izrazajo vec razlinih prenasalcev za glutamat ter
druge prenasalce za nevrotransmitorje in imajo kljuéno vlogo v glutamatnem sistemu Vv
mozganih [9]. Glutamat je v poviSanih koncentracijah (ekscito)toksi¢en za Ziv¢ne celice,
za astrocite pa precej manj. V nadaljevanju bomo to funkcijo astrocitov podrobneje

razloZili na primeru tridelne sinapse.

2.3. Zasclita zivénih celic pred radikali
Astrociti Zivene celice oskrbujejo z antioksidantom glutationom (GSH) oziroma z gradniki

za njegovo sintezo v zivéni celici [10].

2.4. Ohranjanje homeostaze ionov v zunajceli¢nem prostoru

Za transmembranski gradient Na* in K ionov tako v zivénih celicah kot astrocitih skrbi
encim Na'/K'-ATPaza (NKA), ki ohranja stalne koncentracije teh dveh ionov zunaj in
znotraj celice ter ustvarja elektrokemijski potencial, ki je potreben za Stevilne

transmembranske procese. Okvirne fizioloske vrednosti so za Na* ione: [Na'];= 20 mM in



[Na'lo = 140 mM ter za kalijeve ione: [K']i = 130 mM in [K'], = 5 mM [2]. Astrociti
preko prenasalnih proteinov za K* in CI” ione ter kanalov za K* in CI" ione privzemajo

prebitek zunajceli¢nih K* ionov, ki nastane po prenosu zivénega signala in po njem [6].

2.5. Regulacija mikrocirkulacije v mozganih

Astrociti kontrolirajo lokalni pretok krvi v predelih mozganov v skladu z aktivnostjo
zivénih celic, kar zaznavajo s privzemom glutamata, ki v astrocitih izzove oscilacije v
znotrajceliéni koncentraciji Ca®* ionov [5]. Pomagajo tudi vzdrzevati krvno-mozZgansko

pregrado [11].

Novejsa spoznanja kazejo, da so tudi astrociti vzdrazne celice. Ta fenomen je pri astrocitih
izrazen drugace kot pri zivénih celicah, kjer pride do depolarizacije vzdolz celicne
membrane. Pri astrocitih vzdraznost temelji na mobilizaciji Ca*" ionov, ki se nahajajo v
endoplazemskem retikulumu zaradi esar se poveda citosolna koncentracija Ca®* ionov, kar
deluje kot celi¢ni signal. Oscilacije znotrajceli¢ne koncentracije Ca®* ionov so lahko

intrinzi¢ne ali pa jih sprozi spro$¢anje zivénih prenasalcev v sinapso [12].

3. Tridelna sinapsa
Tridelno sinapso sestavljajo presinapti¢na in postsinapti¢na zivéna celica ter perisinapticni
astrocit. Spodnja slika s pripadajoim besedilom razlaga delovanje tridelne sinapse na

primeru zivénega prenasalca glutamata, ki je najbolje raziskan model za njeno delovanje.
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Slika 3: Glutamat in delovanje tridelne sinapse



Prenos akcijskega potenciala po presinapti¢ni zivéni celici povzroc¢i spros¢anje glutamata, ki se
veze na razliéne glutamatne receptorje na postsinapti¢nih zivénih celicah in astrocitih. Aktivacija
receptorjev. AMPA (AMPAR) depolarizira postsinapti¢no zZivéno celico, kar povzro¢i aktivacijo
napetostno odvisnih receptorjev NMDA (NMDAR). Pride do vnosa Ca?* ionov, kar aktivira
Stevilne nevroplasti¢ne kaskade. Glutamat se iz sinapse privzame v astrocite preko prenasalca za
glutamat (EAAT). V astrocitu se pretvori do glutamina, ki ga po sprostitvi v sinapso privzamejo
presinapti¢ne Zivéne celice in uporabijo za sintezo glutamata. Glutamat se na astrocitih veze tudi na
metabotropne glutamatne receptorje (MGLUR), ki so sklopljeni s proteini G. Po vezavi pride do
spremembe v znotrajceli¢ni koncentraciji Ca®', kar deluje kot celiéni signal. (ATP- adenozin-5'-
trifosfat, 1P3-inozitol 1,4,5-trifosfat). Prirejeno po [13].

4. Inaktivacija Zivénih prenasalcev

4.1. Difuzija
Najenostavnejsi nac¢in zmanjSanja koncentracije zivénega prenasalca Vv sinapsi je difuzija iz

sinapse po disociaciji z receptorja.

4.2. Encimska razgradnja

Encimska razgradnja zivénih prenasalcev lahko poteka v sinapsi ali po ponovnem
privzemu v presinapti¢no zivéno celico ali v celico glije. V holinergi¢nih sinapsah je
prisoten encim acetilholin-esteraza, ki razgradi zivéni prenasalec acetilholin (ACh) do
holina in acetatnega aniona. Holin se nato preko prenasalca privzame v presinapti¢éno
zivéno celico in porabi za ponovno sinetezo ACh. V adrenergi¢nem sistemu poteka
znotrajceliéna razgradnja noradrenalina z encimoma monoamin-oksidazo (MAO) in
katehol-O-metil-transferazo (COMT) [14].

4.3. Privzem v presinapti¢no Zivéno celico

Privzem biogenih aminov v presinapticno zivéno celico poteka predvsem preko
viskoafinitetnih membranskih prenasalcev za monoamine, ki so odvisni od gradientov Na*
in CI" ionov. Mednje priStevamo prenasalec za dopamin (DAT), prenaSalec za 5-
hidroksitriptamin (SERT) in prenasalec za noradrenalin (NET). Med njimi obstaja velika
podobnost v primarnem zaporedju aminokislin in vse uvr§¢amo v druzino prenasalcev
SLC6 (angl. solute carrier 6). Prenos preko teh prenasalcev ozna¢ujemo kot privzem; [3].
Tudi histamin spada med biogene amine. Kljub temu da se podobno kot ostali monoamini
v sinapti¢ni meSi¢ek prenasa z vezikularnim monoaminskim prenaSalcem (VMAT2), pa

specificni prenasalec za privzem histamina preko celicne membrane $e ni odkrit.



Poleg privzema; pa obstajajo tudi nizkoafinitetni, visokokapacitetni prenasalci, neodvisni
od gradientov Na* in CI” ionov. S skupnim imenom jih imenujemo privzem, in izkazujejo
drugacen farmakoloski profil kot privzem; [3]. Privzem preko nizkoafinitetnih prenasalcev
(privzemy) poganja koncentracijski gradient topljenca, ki se vzpostavi preko membrane

zaradi razli¢nih koncentracij topljenca v zunaj- in znotrajceli¢ni tekoCini.

4.4. Privzem v celice glije
Zivéni prenasalci se tudi v celice glije privzemajo s privzemom;, privzemom, ali
kombinacijo obeh. Primer je glutamat, ki se v astrocite privzema s privzemom; in

privzemom, [13], medtem ko so za histamin poznani zgolj prenasalci tipa privzems,.

5. Oblika prenosa preko membranskih prenasalcev
Kot smo omenili Ze v predhodnem besedilu, lahko prenos nevrotransmitorjev preko

membranskih prenasalcev razdelimo v dve skupini.

V skupino privzem; stejemo Visokoafinitetne prenasalce, za katere je znaéilen kotransport

Na™ ionov in nevrotransmitorjev. Natanéneje poteka privzem po naslednjem mehanizmu:

e privzem nevrotransmitorjev ob kotransportu Na* in CI™ ionov (primer so prenasalci
za GABA, noradrenalin/adrenalin, dopamin, serotonin, prolin, glicin, holin, betain,
tavrin (druzina prenasalcev SLC6)

e privzem nevrotransmitorjev ob kotransportu Na* in antiportu K*, neodvisno od CI’
ionov (primer je prenos ekscitatornth aminokislinskih Zivénih prenasalcev

glutamata (SLC1) in aspartata)

Druga skupina je prenos preko nizkoafinitetnih prenasalcev (privzem,). Primer prenasalcev
je skupina prenaSalcev za organske katione/anione/zwitterione, katerih transport je
neodvisen od Na* ionov. Sem spadajo prenasalci iz druzine SLC22 (OCT1 (SLC22A1),
OCT2 (SLC22A2) in OCT3 (SLC22A3)) in membranski prenasalec za monoamine PMAT
(poimenovan tudi SLC29A4 in ENTA4).

6. Vloga astrocitov pri privzemu histamina
Astrociti imajo klju¢no vlogo pri privzemu histamina iz sinapse in njegovi inaktivaciji v
mozganih odrasle podgane [15]. Predhodne raziskave naSega laboratorija predvidevajo, da

za privzem histamina v astrocite iz mozganske skorje novorojene podgane obstajata vsaj



dva razlicna prenasalna mehanizma. Prvi predstavlja prenos preko visokoafinitetnega,
nizkokapacitetnega, energijsko in temperaturno odvisnega prenaSalca, Ki ga zavira
prisotnost inhibitorja NKA ouabaina, drugi pa prenos preko nizkoafinitetnega in
visokokapacitetnega prenasalca, ki bi lahko pripadal prenasSalcu iz druZine prenaSalcev za
organske katione (angl. organic cation transporter—OCT) [16]. Astrociti izrazajo
monoaminske prenaSalce tipa privzem; [17], ki imajo kve¢jemu zelo nizko afiniteto do

privzema histamina.

Kandidata za privzem; sta predvsem OCT2 (SLC22A2) in OCT3 (SLC22A3) iz skupine
prenasalcev OCT. Kljub temu verjetno obstajajo tudi drugi prenaSalci za histamin, saj
novejSe raziskave kazejo, da se privzem histamina v astrocitih odrasle podgane v
prisotnosti kortikosterona in decinija-22, ki zavirata delovanje OCT, ne zmanjsa [15].
Poleg tega inhibitorja OCT kortikosteron in decinij-22 nimata vpliva na privzem histamina
v astrocite iz striatuma in malih mozganov, ¢eprav so OCT prenasalci na teh celicah

izrazeni, privzem histamina pa ne kaZe odvisnosti od Na* ionov [18].

Kandidat za privzem, histamina v astrocite ostaja membranski prenasalec za monoamine
PMAT (SLC29A4), ki poleg drugih biogenih aminov lahko prenasa tudi histamin [19].
PMAT je transmembranska beljakovina, ki jo najdemo v osrednjem Zivénem sistemu,
prisotna pa je tudi v drugih tkivih. Sestavlja jo zaporedje 530 aminokislin z 10-12
transmembranskimi segmenti. Prenos preko PMAT je odvisen od membranskega
potenciala, ni pa odvisen od Na* in CI” ionov [20]. Poskusi z metodo dvojne fluorescen¢ne
histokemije v rezinah mozganskega tkiva podgan dokazujejo prisotnost PMAT samo v
zivénih celicah, medtem ko v astrocitih PMAT ni izrazen [3]. V Kkulturi ¢loveskih
astrocitov je prisotnost OCT3 in PMAT prenasalcev dokazana. Preko njiju se histamin v
astrocite privzema preko nizkoafinitetnega, casovno odvisnega transporta, ki je neodvisen
od Na* in Cl ionov [21].

7. Histamin
Histamin uvr§¢amo med biogene amine. Sintetizira in nahaja se v Stevilnih celicah kot so
bazofilci, enterokromafinim celicam podobne celice Zelodca ter Zivéne celice osrednjega in

perifernega zivénega sistema. Ob sprostitvi izzove ucinke, ki so ve¢inoma lokalni, saj



deluje kot avtakoid ali parakrini mediator [22]. V diplomskem delu se bomo osredotocili

na vlogo histamina v osrednjem zivénem sistemu, kjer deluje kot Zivéni prenasalec.

7.1. Kemijske lastnosti

Histamin ima dva bazi¢na centra. To sta primarni alifatski amin s pK, 9,40 in imidazol s
pK, 5,80. Pri fizioloskem pH se histamin nahaja v ravnotezni zmesi tavtomernih kationov.
Monokation predstavlja ve¢ kot 96 % celotne zmesi, dikation 3 %, preostali majhen delez
pa je nenabita molekula. Pri pH vrednostih, nizjih od fizioloske, je delez dikationa visji
[22].
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Slika 4: Tavtomerne oblike histamina

Tavtomerni obliki histamina, ki se vzpostavita na imidazolovem obrocu, se imenujeta T in T.
Razmerje med njima je v vodnih raztopinah priblizno 4 : 1 v korist Nt-H tavtomera. Prirejeno po
[22].

7.2. Histamin v osrednjem Zivénem sistemu

Histamin v osrednjem zivénem sistemu deluje kot nevrotransmitor. Jedra histaminskih
nevronov se nahajajo v tuberomamilarnem jedru posteriornega hipotalamusa in projicirajo
v celotno mozgansko skorjo, talamus, bazalne ganglije, amigdalo [23] ter v podaljSsano
hrbtenjaco in mreznico [24]. Histaminski nevroni vsebujejo tudi druge zivéne prenasalce in
modulatorje ter encime GABA-sintetazo, glutaminska-kislina-dekarboksilazo (GAD) in

zivéni prenasalec y-aminomasleno kislino (GABA) [24].
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Slika 5: Projekcije histaminskih nevronov

Prirejeno po [24].

Svoje ucinke v osrednjem Zivénem sistemu histamin posreduje preko vezave na 3 tipe
histaminskih receptorjev: Hi, H, in Hj Celice glije izrazajo receptorje Hi in Hy [25] Vsi
spadajo v druzino receptorjev, ki so sklopljeni s proteini G. V osrednjem zivénem sistemu
receptorji H; uravnavajo Stevilne fizioloske funkcije, kot so ohranjanje budnosti,
uravnavanje hranjenja, bruhanje, lokomocija, u¢enje, spomin in ¢ustvovanje. Za receptorje
H, predvidevajo, da imajo podobno vlogo kot receptorji Hi. Receptorji H3 so presinapti¢ni
avtoreceptorji na histaminskih nevronih. Nahajajo pa se tudi na adrenergi¢nih,
holinergi¢nih in serotoninskih nevronih, kjer kot heteroreceptorji regulirajo izlo¢anje teh
zivénih prenaSalcev. Za antagoniste receptorjev Hsz predvidevajo terapevtsko uporabnost
pri motnjah spanja [26], kognitivnih motnjah in narkolepsiji [25]. Celice v krvi
(eozinofilci, nevtrofilci, limfociti T) in dendritiCne celice izrazajo tudi histaminske

receptorje Hy [22].

7.3. Biosinteza in presnova

Biosinteza histamina v mozganih poteka v histaminergi¢nih nevronih. Histaminergi¢ni
sistem v moZzganih je prvi opredelil T. Watanabe leta 1983 z uporabo oznacenih protiteles
proti encimu L-histidin-dekarboksilazi [23]. L-histidin se preko prenaSalca za L-
aminokisline privzame v zivéno celico, kjer ga encim L-histidin-dekarboksilaza pretvori do
histamina. Nato se preko vezikularnega monoaminskega prenasalca (VMATZ2) privzame v

sinapti¢ni mesic¢ek. Po sprostitvi iz vezikla ga encim histamin-N-metiltransferaza (HNMT)



pretvori do neaktivnega metabolita tele-metilhistamina [24]. HNMT se nahaja v citosolu
postsinapti¢nih Zivénih celic in astrocitov [24], vendar se morda lahko v dolo¢enih
razmerah nahaja tudi v celicni membrani in metilira histamin v zunajcelicnem prostoru
[27]. Ceprav slednja teorija ponuja enostavno resitev problema presnove histamina, pa ni
nedvoumno dokazana. Ker se HNMT pretezno nahaja v znotrajcelicnem prostoru, lahko
sklepamo, da mora presnovna pot razgradnje histamina vkljuéevati tudi (nepoznani)
prenaSalec za histamin, saj histamin kot nabita molekula ne more prehajati celi¢ne

membrane [15].
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Slika 7: Reakcije sinteze in metabolizma histamina

HDC- histamin-dekarboksilaza, HMT- histamin-N-metiltransferaza, MAO- monoamin-oksidaza,
DAO- diamin-oksidaza. DAO se ne nahaja v osrednjem zivénem Sistemu, zato je ta presnovna pot
v zivéevju ni pomembna. Molekule v oklepajih so predlagani intermediati, ki jih $e niso izolirali.
Prirejeno po [28].

8. Na'/K*-ATPaza

Na'/K'-ATPaza (NKA) je encim, ki ga najdemo v plazemski membrani (skoraj) vseh
zivalskih celic. Deluje kot ionska ¢rpalka, ki z aktivnim transportom érpa Na™ in K* ione v
nasprotni smeri njunega elektrokemijskega gradienta, pri tem pa uporablja energijo iz
ATP. Poleg omenjene funkcije ¢rpalke, ki jo je leta 1957 opredelil J. C. Skou, v zadnjem

casu postaja za raziskovalce zanimiva predvsem njena funkcija pri celicnem signaliziranju.



NKA vzdrzuje transmembranski elektrokemijski potencial, ki je potreben za prenos
zivénih drazljajev, kréenje miSic, vzdraznost tkiv in za druge celiéne procese, ki so odvisni
od vzpostavljenih gradientov [29]. Elektrokemijski gradient Na* ionov je usmerjen proti
celi¢ni notranjosti, saj poteka od visje koncentracije Na* ionov v zunajcelinem prostoru
proti niZji koncentraciji Na* ionov v celiéni notranjosti. NKA je pomemben tudi pri
uravnavanju celi¢ne prostornine [30]. V celicah glije pa je koncentracijski gradient
omenjenih ionov pomemben za privzem zivénih prenaSalcev, predvsem glutamata [31].
Transporterji za glutamat (GLT1, GLAST) in Na*/ Ca®*-izmenjevalec so sklopljeni z

elektrokemijskim gradientom Na" ionov, ki ga vzpostavlja NKA [9].

AG = RTIn(cz/c1) + zFAV [Kk]/mol]

Enacba 1: Izracun proste Gibbsove energije

R- splosna plinska konstanta [8,315 x 10-3 kJmol-1], T- temperatura [K], z-Stevilo osnovnih
elektri¢nih nabojev, elektri¢na napetost [V], c- koncentracija topljenca [mol/L]. Prirejeno po [32].

NKA, ki za svoje delovanje porablja ATP, prispeva velik delez k celotnemu celi¢cnemu
metabolizmu [29]. Zanimiva je ocena, da se okoli tretjino dnevne proizvodnje ATP porabi
ravno za delovanje tega encima [33].

8.1. Uvrstitev NKA

NKA spada med c¢rpalke tipa P. Skupina je dobila takSno poimenovanje, saj katalizirajo
reakcije preko reakcijskega mehanizma, ki vkljucuje tvorbo klju¢nega intermediata s
fosfatno vezjo [33]. Ta intermediat je fosforilaspartat, ki nastane, ko fosfatna skupina iz
molekule ATP reagira s stransko verigo specificnega, konzervativho ohranjenega

aspartatnega aminokislinskega preostanka [32].

8.2. Zgradba NKA

NKA sestavljata dve podenoti. To sta veé¢ja in kataliticno aktivna podenota o ter manjsa in
glikozilirana podenota . Na podenoti o se nahajajo vezavna mesta za ATP, fosforilacijsko
mesto in zunajceli¢no vezavno mesto za kardiotoni¢ne glikozide (KG). Funkcija podenote
B Se ni povsem pojasnjena, najbrz pa ima pomembno vlogo pri umestitvi podenote o v

celi¢no membrano [34].
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Slika 6: Shematski prikaz encima Na*/K*-ATPaze

Encim se nahaja v plazemski membrani in za &rpanje Na* in K* ionov uporablja energijo,
ki se sprosti pri hidrolizi ATP. NKA je heterodimer, ki ga sestavljata podenota o in
podenota B. Prirejeno po [35].

Podenoti imata razli¢ne izooblike, ki so razli¢no izrazene v tkivih ter razlicno obcutljive na

inhibicijo s kardiotoni¢nimi glikozidi. Zaradi tega je s farmakoloskega vidika NKA zelo

zanimiva tarca.

Preglednica I: 1zooblike podenot NKA in njihova izrazenost v tkivih razlicnih Zivalskih vrst

Prirejeno po [29].

Izooblika | Izrazenost v tkivih Izooblika | Izrazenost v tkivih

al Vsa tkiva, glavna izooblika v ledvicah B1 Vsa tkiva

02 Odraslo srce, gladka miSi¢nina zil, skeletna | 32 Mozgani, hrustanCevina,
miSica, mozgani, mascobne celice, eritrociti, srce
hrustancevina, kosti

a3 Vzdrazna tkiva osrednjega in perifernega | B3 MozZgani, hrustancevina,
ziveevja, prevodni sistem sréne miSice eritrociti, pljuca

a4 Testisi alpl Prevladujoca oblika v

tkivih

V mozganih podgane so prisotne vsaj tri izooblike podenote a: al, a2 in o3 ter dve
izoobliki podenote B: B1 in B2. V astrocitih najdemo dve izoobliki podenote o (al, 02) in
dve izobliki podenote B (B1 in B2). V astrocitih podgane prevladuje izooblika al [34, 36], z

izjemo doloc¢enih astrocitnih kultur, ki izrazajo izoobliki al in o2 [37].

8.3. Farmakoloski pomen izooblik NKA
Poskusi na celicah prepone podgane kazejo, da 1 uM ouabain inhibira izoobliko a2, pri
tem pa nima ucinka na izoobliko al. Hkrati pa 500 uM ouabain popolnoma inhibira obe
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izoobliki [38]. Podganja izooblika a1 je namre¢ vsaj 100-krat manj obcutljiva na inhibicijo
z ouabainom kot izooblika o2. Podatki v literaturi kaZejo, da je pri podgani ICsq za
izoobliko a1 vecji kot 10 000 nM, medtem ko je ICs za izobliki 02 in a3 NKA samo 10-
50 nM [39].

8.4. Signalna funkcija NKA

Obstajajo dokazi, da NKA v kardiomiocitih ne samo da deluje kot ionska ¢rpalka, temveé
tudi interagira z bliznjimi membranskimi proteini in organiziranimi kaskadami citosolnih
signalnih proteinov, preko katerih prenasa sporocila znotrajcelicnim organelom. Aktivacija
signalnih poti, ki jih povzro¢i vezava ouabaina na NKA, je neodvisna od sprememb v
znotrajceli¢nih koncentracijah Na® in K* ionov. Te poti vkljucujejo aktivacijo kinaze Src, s
Src posredovano transaktivacijo receptorja za epidermalni rastni dejavnik (EGFR),
aktivacijo signalne beljakovine Ras, aktivacijo z mitogeni aktivirane protein kinaze p44/42
(p44/42 MAPK), poimenovano tudi ERK1/2, ter povecano nastajanje reaktivnih Kisikovih
zvrsti (ROS) v mitohondrijih [40].

INHIBICIJA VEZAVA

RECEPTOR

Na*
| EGFR
NKA NKA f"’,&
K+ ‘// \
ERK1/2
PKC | Akt |

Slika 7: Shematski prikaz delovanja kardiotonic¢nih glikozidov

NKA tvori z nereceptorsko tirozin-kinazo Src funkcionalni receptor za kardiotoni¢ne glikozide. Po
vezavi liganda pride do aktivacije EGFR in sprozitve kaskade znotrajceli¢nih signalnih poti.
(EGFR- receptor za epidarmalni rastni dejavnik, PKC- protein-kinaza C, ERK1/2- z zunajceli¢nimi
signali regulirana kinaza 1/2. Povzeto po [29, 41]. Slika 7 je uporabljena z dovoljenjem [41].

9. Kardiotoni¢ni glikozidi
Kardiotoni¢ne glikozide (KG) Ze stoletja uporabljamo za zdravljenje srénega popuscanja, v
danasnjem c¢asu pa predvsem pri srénem popuscanju v kombinaciji s kroni¢no atrijsko

fibrilacijo. KG so sekundarni metaboliti, prisotni predvsem v vrstah Strophantus gratus in
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Acokanthera oblongifolia (ouabain), Digitalis lanata (digoksin, digitoksin) in Nerium
oleander (oleandrin). Najdemo pa jih tudi v nekaterih Zivalskih vrstah, na primer v vrsti

krastace Bufo marinus (marinobufagenin).

9.1. Endogeni kardiotonicni glikozidi

Raziskovalci so izolirali endogene KG tudi iz razli¢nih vrst sesalcev, in sicer ouabain,
digoksin, marinobufagenin in proscilaridin A. Ouabain v ¢loveskem telesu deluje kot
hormon. Nastaja v skorji nadledvi¢ne Zleze in v hipotalamusu ter ima Stevilne, vendar $e ne
v celoti pojasnjene funkcije v telesu. Udelezen je pri stanjih, kot so kroni¢no ledvi¢no
popuséanje, neravnovesje Vv bilanci Na® ionov, kongestivno sréno popuséanje in
preeklampsija. Pomemben je vpliv endogenih KG na delovanje NKA v kardiomiocitih in
ledvi¢nih tubulih, saj lahko z inhibicijo NKA vplivajo na transmembranski elektrokemijski
potencial, ki je pomemben za transport razlicnih ionov preko celicne membrane.
Pomemben endogeni KG je tudi marinobufagenin, ki ima vecjo afiniteto do izooblike al,

ki je neobcutljiva na ouabain [42].

R =ramnoza o R =ramnoza
o
OH \ 9
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OH

- OH

R’ OH 3 o

OUABAIN

volnati naprstec
(Digitalis lanata) OH

morska krastaca
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HO HO
MARINOBUFAGENIN

DIGOKSIN

Slika 8: Kardiotonicni glikozidi

Strukturne formule endogenih kardiotoni¢nih glikozodov: kardenolidov (ouabain, digoksin) in
bufadienolidov (proscilaridin A, marinobufagenin) s pripadajo¢imi organizmi, iz katerih so bili
izolirani. Prirejeno po [29].

9.2. Razdelitev in struktura

Osnovno strukturo kardiotoni¢nih glikozidov predstavlja steroidni skelet, ki predstavlja
farmakoforno jedro. To jedro je substituirano na dveh mestih, in sicer na mestu 17 z
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laktonskim obrocem in na mestu 3 s sladkorno skupino. Glede na vrsto vezanega
laktonskega obroca razdelimo kardiotoni¢ne glikozide v dve skupini. Med kardenolide
priStevamo tiste z vezanim nenasi¢enim petclenskim butirolaktonskim obrocem (npr.
ouabain, digoksin, digitoksin), med bufadienolide pa tiste z vezanim nenasicenim
SestClenskim pironskim obro¢em (npr. marinobufagenin). Za kardiotoni¢ne glikozide je
znacilna trans konformacija obrocev A/B in C/D za razliko od spolnih hormonov,
mineralokortikoidov in glukokortikoidov, kjer gre za cis konformacijo. Na mestu 3 so
pripete razlicne sladkorne molekule. Njihova zamenjava vpliva predvsem na
farmakokineti¢ne lastnosti. Molekula se v obliki aglikona praviloma hitreje absorbira in

metabolizira [43].

10. Natrijev fluorid

Fluoridni ioni (F) zavirajo predvsem delovanje encimov, ki so udelezeni v procesu
glikolize in ciklu trikarboksilnih Kislin, zato najbolj prizadenejo celice, ki so metaboli¢no
aktivnejse [44]. Ob hkratni pristnosti Mg®* in fosfatnih ionov so znani inhibitorji encima
enolaze (fosfopiruvat-hidrataza), ki v procesu glikolize katalizira reakcijo pretvorbe 2-
fosfoglicerata do fosfoenolpiruvata [45]. Fluoridni ioni zavirajo tudi kompleks piruvat
dehidrogenazo [46]. Na ta nacin je prekinjen proces glikolize in vstopanje piruvata v cikel
trikarboksilnih kislin.

11. Natrijev azid in kalijev cianid

Azidni (N3) in cianidni (CN’) ioni so zaviralci celicnega dihanja. Celi¢no dihanje je
zapleten, veCstopenjski proces. Azidni in cianidni ioni prekinejo oksidativno fosforilacijo,
ki poteka v mitohondriju. Interagirajo z Fe®" ionom v prosteti¢ni skupini (hem as)
kompleksnega encima citokrom-c-oksidaze, kar zavira delovanje tega encima. Ogljikov
(mono)oksid (CO), ki je prav tako zaviralec citokrom-c-oksidaze, za razliko od azidnih in
cianidnih ionov inhibira hem v reducirani obliki Fe®. Inhibicija verige za prenos
elektronov ustavi sintezo ATP, saj se ustavi transmembranski tok protonov (H), ki ta
proces prvotno tudi poganja [32]. Z inkubacijo celi¢ne kulture z azidnimi ali cianidnimi

ioni kemi¢no simuliramo hipoksi¢ne pogoje.
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Slika 9: Shematski prikaz dihalne verige

Cianidni in azidni ioni zavirajo citokrom-c-oksidazo. (ADP- adenozin-5'-difosfat, Pi- anorganski
fosfat). Prirejeno po [47].

12. Hipoksija

Hipoksija je opredeljena kot pomanjkanje kisika (O,;) v tkivih glede na potrebe
oksidativnega metabolizma [48]. Patoloski pogoji, ki zmanj$ajo ali zavrejo proizvodnjo
energije v celici, kot so hipoglikemija ali hipoksija, vodijo do porusenja transmembranskih
ionskih gradientov [46]. Astrociti so manj obcutljivi na hipoglikemi¢na in hipoksi¢na
stanja kot nevroni [49], saj imajo veCje zaloge glikogena, prav tako pa astrociti

pripomorejo k daljSemu Casu prezivetja nevronov v primeru metaboli¢nih insultov [50].

Preglednica Il: Ucinki razlicnih posegov v celicni metabolizem na [Na']; v kulturi
astrocitov iz hrbtenjace podgane.

Prirejeno po [8].

Sestava medija [Na'];
Medij brez glukoze Rahlo zvisan
Medij brez glukoze + Rabhlo zvisan

2-deoksiglukoza
Medij brez glukoze + 10 mM | Zvisan

NaF

Medij brez glukoze + 10 mM | Zvisan
NaN;

2 mM ouabain Zvisan
Medij z zvi$ano [K'] Zvisan

Zvisan [Na']; je merilo za padec transmembranskega gradienta Na* in/ali za nezadostno
delovanje NKA. V primerih iz tabele je bila sprememba [Na']; v veéini primerov
reverzibilna V astrocitih iz mozganske skorje podgan so spremembe [Na']; lahko tudi do
4,5-krat vecje kot v kulturi astrocitov iz hrbtenjace podgane [8].
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NAMEN DELA

Celi¢no presnovo sestavljajo zapleteni procesi, ki so medsebojno prepleteni, sklopljeni in
soodvisni. V diplomskem delu bomo normalno celi¢no presnovo zavirali na razli¢nih
stopnjah in opazovali, kako se to odrazi na privzemu histamina v astrocite iz mozganske

skorje novorojene podgane.

Celi¢no energijsko presnovo bomo prekinili tako, da bomo s fluoridnimi ioni zavirali
proces glikolize ter s cianidnimi ali azidnimi ioni encime v dihalni verigi. Tako bomo
kemic¢no ustvarili hipoksi¢ne pogoje in v celicah preprecili nastanek ATP, ki je potreben za
delovanje NKA in s tem za vzdrZevanje transmembranskih ionskih gradientov in delovanje
prenaSalcev za razli¢ne nevrotransmitorje. Z namenom simulacije mozganske kapi bomo
celice postavili v hipoksi¢no komoro in jim hkrati odtegnili hranila (glukozo) ter preverili,

kako se to odrazi na privzemu histamina.

Na delovanje NKA bomo vplivali tudi neposredno, tako da bomo astrocite inkubirali z
razli¢nimi koncentracijami kardiotoni¢nih glikozidov (KG). Za zaviranje funkcije ¢rpalke
bomo uporabili KG v inhibitornih koncentracijah, za morebiten vpliv signalne funkcije
NKA pa KG v nizjih koncentracijah, kot so potrebne za inhibicijo ¢rpalne funkcije NKA.

Raziskali bomo $e vpliv zunajceli¢ne koncentracije Na* in K ionov. S tem bomo ocenili,
ali se histamin v celice privzema s specificnim prenasalcem (privzem;), nespecifi¢nim

prenaSalcem (privzem,) ali kombinacijo obeh.

S prenosom western bomo v kulturah astrocitov poskusili dokazati prisotnost
membranskega prenaSalca za monoamine (PMAT, SLC29A4), ki je kandidat za privzem

histamina v astrocite, in aktivacijo znotrajceli¢ne signalne poti ERK1/2.
V diplomskem delu bomo preverili naslednje hipoteze:

Inhibicija procesa glikolize z NaF in encimov dihalne verige z NaN3 in KCN vodi do

zmanjSanega nastajanja molekul ATP.

1. Privzem histamina je odvisen od nastajanja ATP v celicah. V razmerah

zmanjSanega nastajanja ATP se bo privzem histamina zmanjsal.
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Z inhibicijo NKA porusimo transmembranski elektrokemijski potencial, ki poganja

Stevilne transmembranske procese, tudi privzem histamina.

2. Ouabain in drugi KG bodo zavirali delovanje Na*/K*-ATPaze in zmanjsali privzem

histamina.

Ouabain v nizkih koncentracijah ne zavira NKA, vendar aktivira stevilne znotrajceli¢ne

signalne poti.

3. Ouabain bo v koncentracijah, ki aktivirajo celi¢ne signalne poti vplival na privzem

histamina v celiéno kulturo astrocitov.

Hipoksija okrne in spremeni normalen celi¢ni metabolizem. Ceprav imajo celice
mehanizme za prezivetje v kratkotrajnih hipoksi¢nih pogojih, hipoksija v kon¢ni fazi vodi

do porusenja transmembranskih elektrokemijskih gradientov in propada celice.

4. Privzem histamina se bo po izpostavljenosti astrocitov hipoksiji in odtegnitvi

glukoze zmanjsal.

Histamin je pri fizioloskih pogojih nabita molekula, zato mora za prehod celi¢ne

membrane uporabiti prenasalec.

5. Privzem histamina je odvisen od zunajceli¢ne koncentracije Na* in K* ionov.

6. Kulture astrocitov novorojene podgane izrazajo membranski prenaSalec za

monoamine (PMAT).

7. Ouabain aktivira znotrajceli¢no signalno pot ERK1/2.
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MATERIALI IN METODE

1. Kemikalije in oprema

Pri delu smo uporabili naslednje kemikalije:

Tripsin-EDTA, 0,05% (Gibco, ZDA), fetalni goveji serum (FBS) (Lonza, Belgija),
gentamicin (Gibco, ZDA), L-glutamin (Gibco, ZDA), natrijev piruvat (Gibco, ZDA),
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco, ZDA), Leibovitz L-15 medij
(Sigma, ZDA), goveji serumski albumin (Sigma, ZDA), HEPES (Sigma, ZDA), NaCl
(Zorka Sabac), KCI (Merck, Neméija), KH,PO, (Merck, Neméija), MgSO,4-7H,0 (Sigma,
ZDA), glukoza (Merck, Nemcija), CaCl, (Sigma, ZDA), [*H]-histamin (histaminijev
diklorid) s specifi¢no aktivnostjo 10,6 Ci/mmol (New England Nuclear, ZDA), histamin
(Sigma, ZDA), NaOH (Alkaloid, Makedonija), ouabain (Serva, Nemcija), digoksin
(Merck, Nemcija), digitoksin (Merck, Nemcija), NaN3 (Sigma, ZDA), NaF (Sigma, ZDA),
KCN (Kemika, Zagreb), scintilacijska tekoc¢ina Aquasol (New England Nuclear, ZDA),
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, ZDA), LPS (Sigma-Aldrich, ZDA)

Pri delu smo uporabili naslednje materiale in opremo:

analitska tehtnica (Sartorius), pH meter MA 5735 (Iskra), inkubator (New Brunswick
Scientific, Binder), plasticne posode za gojenje celic s perforiranim zamaskom (TPP),
mikrotitske plos¢e z 12 razdelki (TPP), mikrotitrske plos¢e s 96 razdelki (TPP),
polavtomatska pipeta (Gilson Inc.), polavtomatska pipeta (Eppendorf), nastavki za pipete
(Eppendorf), epruvete in viale (Eppendorf), laboratorijske igle (TIK d.0.0.), niteks
membrana (ZBF), stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica®), stresalnik Vibromix 314 EVT
(Tehtnica®), svetlobni mikroskop Nikon eclipse TS100 (Nikon®), scintilacijski Stevec
MicroBeta® TriLix (PerkinElmer), elektronska pipeta HandyStep®™ (BrandTech® scientific,
Inc.), zasc¢itna komora z laminarnim pretokom zraka LFVP 12 (Iskra Pio d.o.0), hladilnik

in zamrzovalnik (Gorenje), spektrofotometer (Tecan Group Ltd.)

2. Priprava celi¢nih kultur astrocitov
Primarne celi¢ne kulture astrocitov smo pripravili iz mozganske skorje novorojenih podgan

seva Wistar. Mladi¢i so bili stari 3 dni, obeh spolov in vzgojeni na InStitutu za patologijo
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Medicinske fakultete v Ljubljani. Pri pripravi celi¢nih kultur smo uporabili metodo

Schwartzove in Wilsonove [51].

Vse postopke na zivalih smo izvedli v skladu z dovoljenjem Veterinarske uprave
Republike Slovenije za izvajanje poskusov na zivalih §t. 34401-1/2010/8 in smernicami za
delo s poskusnimi zivalmi, ki jih je izdal Komite za zaS¢ito Zivali (National Institutes of
Health, Bethesda, ZDA). Deckapitacijo poskusnih Zivali in pripravo primarnih celi¢nih
kultur je izvedel ustrezno usposobljen laboratorijski tehnik.

Po dekapitaciji smo novorojenim podganam v asepticnih pogojih iz lobanje odstranili
mozgane in jih potopili v raztopino Leibovitz L-15 medija z dodatkom 1 mg/mL BSA in
25 uM/mL gentamicina. Nato smo odstranili mozganske ovojnice in druge dele mozganov
(striatum, hipokampus, talamus, hipotalamus, hipofizo, mozgansko deblo) in izolirali
mozgansko skorjo. Mozgansko tkivo smo v raztopini Leibovitz L-15 mehansko zdrobili in
homogenizirali s pomo¢jo pipet in injekcijskih igel padajoega premera. Homogenizat
tkiva smo preko sterilne najlonske mrezice s premerom 75 pm prenesli v centrifugo (4min,
1200 obratov/min, sobna temperatura). Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli,

sediment pa prenesli v gojilne posode, v katere smo dodali medij za gojenje astrocitov.

Preglednica Ill: Sestava medija za gojenje astrocitov

Substanca Volumen
Medij DMEM z visoko koncentracijo glukoze 50 mL
Fetalni goveji serum 5mL
Gentamicin 50 uL
Piruvat 500 pL
L-glutamin 500 uL

Medij DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) sestavljajo aminokisline, soli,
glukoza, vitamini, zelezovi ioni in pH indikator fenol rdece. Fetalni goveji albumin je
proteinski vir in omogoca prezivetje celic ter njihovo rast in delitev v kulturi. Gentamicin
preprecuje razvoj bakterij, L-glutamin pa je vir duSika in predstavlja skupaj s piruvatom

dodaten vir energije.

Celice smo nato gojili v inkubatorju pri 37 °C, v mesanici 95 % zraka in 5 % CO,.
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Ko so kulture prvi¢ postale konfluentne, smo zamenjali medij in jih ponovno inkubirali pri
enakih pogojih (37 °C, meSanica 95 % zraka in 5 % CO). Nato smo kulture 20 ur stresali
pri 150 obratih/minuto. Postopek menjave medija in stresanja smo trikrat ponovili, saj smo
s tem odstranili celice mikroglije, ki se ne morejo tako ucinkovito pritrditi na gojilno

posodo kot astrociti.

V naslednjem koraku smo odlili medij DMEM in dodali raztopino tripsin-EDTA. S tem so
se celice odlepile od dna in stene gojilne posode. Inkubirali smo jih 20 minut pri 37 °C, v
mesanici 95 % zraka in 5 % CO, nato pa jih prenesli v nove gojilne posode, ki smo jim
dodali hranilni medij enake sestave kot je opisana zgoraj. Celice smo inkubirali naslednjih

24 ur in po koncani inkubaciji spet zamenjali medij, da smo odstranili tripsin-EDTA.

Po priblizno tednu dni gojenja so kulture postale drugi¢ konfluentne. Dodali smo jim
tripsin-EDTA in jih presadili na gojilne plos¢e z 12 lo¢enimi vdolbinami. Gojili smo jih Se
3 tedne, med tem pa smo redno spremljali rast celi¢nih kultur pod mikroskopom. Po treh

tednih so bile celicne kulture pripravljene za izvajanje zastavljenih poskusov.

Celi¢ne kulture, ki so bile izpostavljene hipoksiji in odtegnitvi hranil, smo pripravili po
naslednjem postopku: tri tedne starim celicam smo po drugi pasazi odlili DMEM medij in
jim dodali DMEM medij brez fetalnega govejega seruma in glukoze. Plos¢e smo nato
postavili v inkubator s 94% N, 0,2% O, in 5 % CO,, Celice smo pustili v inkubatorju 1h,
3h ali 6h. Nato smo odlili medij brez FBS in glukoze ter dodali medij s FBS in glukozo. Po

priblizno 21 h smo na celicah izvedli poskus.

3. Privzem histamina v celi¢ne kulture astrocitov
Plosce s celi¢nimi kulturami astrocitov smo pred poskusom hranili v inkubatorju pri 37 °C.
Odlili smo medij DMEM in celi¢ne kulture dvakrat sprali s pufrom za privzem brez CacCl,.

Nato smo dodali pufer za privzem z dodatkom CaCl,.

Preglednica 1V: Sestava pufra za privzem histamina

Substanca Koli¢ina
HEPES 5,958 g
NaCl 7,306 g
KCI 0,358 g
KH,PO, 0,163 g
MgSQO, - 7H,0 0,296 g
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glukoza 1,009 g

CaCl, - 2H,0 0,250 g

bidestilirana voda dopolnimo do 1000 mL

pH uravhamo z 0,1 N NaOH do pH 7,4

V pufru za privzem znasa koncentracija Na* ionov 125 mM in K" ionov 5 mM. V pufru z
znizano koncentracijo K™ ionov smo zamenjali KCI z 0,8744 g manitola za pripravo 1 L
pufra. Celokupna vsebnost K ionov znasa 1,2 mM (iz KH,PO,). V pufru brez Na* ionov
smo zamenjali NaCl z 22,772 g manitola za pripravo 1 L pufra. V pufru s povisano
koncentracijo K" ionov znaga celokupna vsebnost K™ ionov 50 mM zaradi vedje zatehte

KCI. Pripravo prikazuje spodnja preglednica.

Preglednica V: Sestava pufra za privzem z visoko koncentracijo KCI

Substanca Koli¢ina

HEPES 5,958 g

NaCl 9,327 g

KCI 7,456 g

KH,PO, 0,163 g

MgSO, - 7TH,0 0,296 g

glukoza 1,009 g

CaCl, - 2H,0 0,250 g

bidestilirana voda dopolnimo do 1000mL

Pri poskusih, kjer smo preucevali vpliv ouabaina, digoksina, digitoksina smo celice z
naStetimi substancami inkubirali 20 min ali 1h (odvisno od poskusa) v inkubatorju v
mesanici 95 % zraka in 5 % CO, pri 37 °C. Z ouabainom smo poskuse izvajali v temi, saj
je obcutljiv na svetlobo. Ouabain smo pripravili v koncentraciji 10° M, digoksin in
digitoksin pa v koncentraciji 10* M, pri ¢emer smo kot topilo uporabili DMSO. Vse
substance so namre¢ slabo topne v vodnih medijih. Pri poskusih s KCN, NaN3z, NaF smo
celi¢ne kulture s temi substancami inkubirali v enakih razmerah, ¢as inkubacije je bil 1h.
Pri poskusih, kjer smo spremenili elektrolitsko sestavo medija (visoka koncentracija K,

medij z znizano koncentracijo K™ in medij brez Na* ionov) je inkubacija trajala 30 min.

Za dolocanje privzema smo celi¢nim kulturam dodali Se radioaktivno oznacen [SH]-
histamin v razli¢nih koncentracijah glede na vrsto poskusa in celice ponovno inkubirali 20

min pri enakih pogojih. Po zakljuceni inkubaciji smo reakcijo prekinili tako, da smo plosce
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postavili na led in jih $tirikrat sprali z mrzlim pufrom za privzem brez CaCl,. Celice smo
lizirali s 300 pL 0,5 N NaOH in 10-minutnim stresanjem na stresalniku pri 200
obratih/min. Nato smo odvzeli 250 pL lizata, v katerem smo dolocali koli¢ino privzetega

[3H]-histamina, preostanek lizata pa smo uporabili za dolocanje koncentracije proteinov.

4. Dolocanje privzetega histamina
Koli¢ino v celice privzetega histamina smo dolocali s tekocinskim scintilacijskim Stevcem
(MicroBeta Trilux, Perkin Elmer, ZDA). Celice smo inkubirali z radioaktivnim [*H]-

histaminom. Ta oddaja 3-sevanje, ki ga zazna scintilacijski Stevec.

Meritev je potekala tako, da smo v Eppendorfove epruvete odpipetirali 250 pL celi¢nega
lizata in mu dodali 1,5 mL univerzalne scintilacijske teko¢ine Aquasol. Aquasol vsebuje
aromatska topila in scintilatorje. Scintilatorji so snovi, ki absorbirajo energijo
ionizirajodega sevanja ter jo nato oddajo kot svetlobo. Stevec vsebuje dve
fotopomnozevalni celici, ki to svetlobo zaznata. Zaznani signal aparat izrazi kot CPM
(angl. count per minute) oziroma kot Stevilo - razpadov radioaktivnega izotopa na minuto
(angl. disintegration per minute, DPM). V idealnih pogojih vsakemu B- razpadu sledi
svetlobni signal. Detektor uposteva le signale, ki dospejo do obeh fotopomnozevalnih
celic, ostali ostanejo prezrti in se uposStevajo kot Sum ozadja. Od vrednosti DPM smo
odsteli srednjo vrednost DPM slepega vzorca in po spodnjih enacbah izracunali
koncentracijo [*H]-histamina v vzorcu. EFF v Enachi 2 oznaduje udinkovitost Stetja.

Meritve so potekale pri sobni temperaturi in atmosferskem tlaku.

Enacba 2: Stevilo razpadov radioaktivnega izotopa na minuto

. . . Ci
specificna aktivnost izotopa (Wlol)

( nmol ) _ DPM
“\Zsour) =

1 Ci =222 x 10'? DPM

Enacba 3: Izracun koncentracije [°H]-histamina v vzorcu
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5. Dolocanje koncentracije proteinov
Koncentracija proteinov sluzi kot merilo, koliko celic se nahaja v posameznem razdelku na
gojilni plosci. Koli¢ino privzetega histamina podajamo v razmerju s koncentracijo

proteinov v razdelku, da dobimo medsebojno primerljive rezultate.

Koncentracijo proteinov smo doloc¢ali z metodo po Bradfordu. Metoda temelji na reakciji
barvila Coomassie Brilliant Blue G-250 z ioniziranimi funkcionalnimi skupinami
proteinov, pri ¢emer se spremeni barva barvila iz rde¢e v modro, ki ima absorpcijski
maksimum pri 595 nm. Za umeritveno krivuljo smo pripravili slep vzorec ter standardne
raztopine govejega serumskega albumina (BSA) v koncentracijah 0,5 ug/mL, 1,0 pg/mL,
1,6 png/mL, 2,0 pg/mL, 4,0 pg/mL, 6,0 pg/mL in 10,0 pg/mL. Na mikrotitrske plos¢e smo
odpipetirali 8 uL celi¢nega lizata. V vse vdolbinice smo dodali 152 pL bidestilirane vode
in 40 pL reagenta BioRad. Nato smo plosco zascCitili s folijo, premesali in pustili stati 30
min. Nato smo z UV/VIS-spektrofotometrom (Sunrise, Tecan, Avstralija) izmerili
absorbanco. S pomoc¢jo umeritvene krivulje smo izracunali koncentracijo proteinov v

vzorcu. Meritve so potekale pri sobni temperaturi in atmosferskem tlaku v dveh paralelkah.

6. Priprava vzorcev za gelsko elektroforezo in gelska elektroforeza

Po koncanem poskusu smo pripravili vzorce za elektroforezo po naslednjem postopku.
Celice smo lizirali v 1x Laemmlijevem pufru (62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2 % (w/v)
SDS, 10 % (w/v) glicerol, 0.002 % (w/v) bromofenol modro, 5 % (v/v) B-merkaptoetanol).
Tkivne vzorce moZzganov in ledvic novorojene podgane ter miSice soleus in miSice
extensor digitorum longus (EDL) odrasle podgane smo po odvzemu zamrznili v tekocem
dusSiku, nato pa smo jih narezali na drobne ko$Cke in homogenizirali s steklenimi
homogenizatorji v ledenomrzlem liticnem pufru (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 1 % (v/v)Triton, 10 % (v/v) glicerol, 20 mM Tris pH 7,8, 10 mM NaF, 1 mM
EDTA, 0,5mM NagVO,;, 1 mM PMSF, 1 % (v/v) proteazni inhibitor). Lizate smo nato
centrifugirali 15 min pri 12.000xg (T = 4 °C). Sediment smo zavrgli, v supernatantu pa
smo dolo¢ili koncentracijo celokupnih beljakovin. Glede na koncentracijo beljakovin v
supernatantu smo vzorce ustrezno redcili z dH,O do enake kon¢ne koncentracije. Nato smo
jih raztopili v 4x Laemmlijevem pufru (250 mM Tris, 8 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) glicerol,
0,008 % (w/v) bromfenol modro, pH 6,8) v razmerju 3 : 1. V Laemmlijevem pufru

pripravljene vzorce celic ali tkiv smo nato 20 minut inkubirali pri 56 °C ob stalnem
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stresanju (500—-600/min).Vzorce smo nanesli na poliakrilamidni gel. Za elektroforezo smo
uporabili gradientni bis-tris gel (4-12%) z 18 Zepki (BioRad®, Hercules, California, ZDA)
in MES pufer (BioRad®, Hercules, California, ZDA). V prvi in zadnji Zep smo nanesli 2,5
ul oziroma 4,5 pul proteinskega markerja (Full Range Rainbow Protein Molecular Weight
Marker; GE Healthcare, Uppsala, Svedska), v vmesne Zepe pa smo nanesli 30-45 pl
vzorcev, pripravljenih v Laemmlijevem pufru. Elektroforeza je potekala 45- 55 min pri 200

V na sobni temperaturi.

7. Prenos iz gela na PVDF membrano (prenos western)

Po koncani elektroforezi smo izvedli prenos beljakovin iz gela na polivinilidenfluoridno
(PVDF) membrano (Immobilon-P, Millipore®, Billerica, Massachusetts, ZDA).
Membrano smo predhodno aktivirali v 100-odstotnem metanolu (30-60 s). Prenos smo
izvedli z uporabo sistema Criterion XT (BioRad®, Hercules, California, ZDA). Prenos je
ob stalnem hlajenju potekal 75 minut pri 100 V pufru za prenos (tris-glicinski pufer (31
mM Tris, 0,24 M glicin, 10 % (v/v) metanol). Po kon¢anem prenosu smo uspe$nost
prenosa na PVDF membrano preverili z barvilom Ponceau S, tako da smo membrano 1-5
min inkubirali v raztopini barvila Ponceau v ocetni Kislini (0,1 % (w/v) Ponceau S v 5 %
(v/v) ocetni kislini) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, ZDA). Ozadje smo odstranili s spiranjem
v 5 % ocetni kislini. Membrano smo razbarvali s spiranjem v pufru TBS-T (20 mM Tris,
137 mM NaCl, 0,02 % (v/v) Tween-20, pH 7,6).

8. Imunodetekcija

Prenosu na PVDF membrano je sledila enourna inkubacija v 7,5 % (w/v) nemastnem
mleku (Posneto mleko v prahu, Pomurske mlekarne, Ljutomer, Slovenija) v TBS-T na
stresalniku pri sobni temperaturi (angl. blocking). Nato smo membrano inkubirali v
raztopini ustreznih primarnih protitelesih ¢ez no¢ na stresalniku pri 4 °C. Uporabili smo
specifi¢na primarna protitelesa: anti-SLC29A4 (ab56554, misje monoklonsko protitelo),
anti-GFAP (kungje poliklonsko protitelo), pERK1/2 (Thr®®/Tyr®). Primarna protitelesa
smo pripravili v ustreznih red¢itvah v pufru za primarna protitelesa (5 ml TBS 20x, 80 mL
dH,0, 100 mg NaNs;, 100 mg BSA, do 100 mL dH,0) (Preglednica VI). Membrano smo
30 min spirali v pufru TBS-T in nato 60 min inkubirali v raztopini sekundarnih protiteles
(BioRad®, Hercules, California, ZDA) v 5 % (w/v) nemastnem mleku v prahu v TBS-T na
tresalniku pri sobni temperaturi. Uporabljena sekundarna protitelesa so bila konjugirana s
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hrenovo peroksidazo. Sekundarna protitelesa proti misjim ali kun¢jim protitelesom Smo
pripravili v red¢itvi 1:12.5000 ali 1:25.000 v 5 % (w/v) mleku v prahu v TBS-T.

Preglednica VI: Uporabljena protitelesa

Proti beljakovini | Red¢itev | Proizvajalec protitelesa

PMAT 1:1000 | Abcam®, (ZDA)

GFAP 1:1000 DakoCytomation®, (Danska)
pPERK1/2 1:20000 | Cell Signaling Technology®, (ZDA)

Specificne beljakovinske pasove smo prikazali z metodo ojacane kemiluminiscence
(enhanced chemiluminescence - ECL). Uporabili smo kemiluminiscentni reagent
proizvajalca Pierce® (Thermo Scientific®, West Palm Beach, Florida, ZDA). Svetlobni
signal smo posneli na rentgenski film (Agfa, Zagreb, Hrvaska), ki smo ga razvili na
napravi (Curix 60, Agfa HealthCare®, Greenville, South Carolina, ZDA). V nekaterih
primerih smo za detekcijo beljakovin uporabili Zze uporabljeno PVDF membrano. Pred
inkubacijo z novim primarnim protitelesom smo najprej odstranili ze vezana primarna
protitelesa (angl. stripping). Membrano smo v ta namen inkubirali v pufru za »stripping«
(2 % (w/v) SDS, 0,62 M Tris, pH 6,8) 30 minut na tresalniku pri 37 °C. Nato smo
membrano sprali v pufru TBS-T in ponovno blokirali nespecificna vezavna mesta z 7,5 %
(w/v) nemastnim mlekom v prahu v TBS-T 1 uro na stresalniku pri sobni temperaturi .
Uspesnost odstranitve primarnih protiteles s postopkom »strippinga« smo pred
imunodetekcijo nove beljakovine vedno najprej preverili. Membrano smo po »strippingu«
ponovno uporabili samo, ¢e je bil po ponovni inkubaciji s sekundarnimi protitelesi ECL

signal na membrani v Zelenem ¢asovnem intervalu povsem odsoten.

9. Analiza podatkov

Za obdelavo podatkov in risanje grafov smo uporabili racunalniski program GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., ZDA). Rezultati so prikazani kot aritmeti¢na sredina in
standardna napaka aritmeti¢ne sredine. Pri medsebojni primerjavi skupin podatkov smo
uporabili enosmerno ali dvosmerno analizo variance (ANOVA) in Bonferronijev post hoc-
test. Stopnjo statisticno pomembne razlike med vzorci je predstavljala vrednost p, ki smo

jooznacili: * zap < 0,05, ** za p < 0,01,*** za p < 0,001 in **** za p <0,0001.
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Poskuse smo izvajali v treh, stirih ali Sestih ponovitvah. Za primere, ko je bil poskus
izveden zgolj v treh ali Stirih ponovitvah smo po spodnji formuli izracunali velikost vzorca,
ki je potrebna, da zaznamo signifikantno razliko med povpre¢nima vrednostma privzema
pri a = 0.05 (obojestranski interval) in moci testa 80 % (B = 0.20). Vrednost smo izracunali
pri koncentraciji 7 pM [*H]-histamina. Pri niZjih koncentracijah namre¢ glede na izkusnje
ne opazimo signifikantnih razlik v privzemu. Dobljeni rezultati potrjujejo, da vecje Stevilo
ponovitev v teh primerih ni bilo potrebno. Stevilo potrebnih ponovitev je pripisano v
besedilu pod grafi.
N =2-SD2- (zq + 2p)? / A2

Enacba 4: Izracun velikosti vzorca

N- Stevilo ponovitev, SD- skupni standardni odklon dveh vzorcev, (z, + zﬁ)z— tabelna vrednost,

odvisna od izbranih pogojev (v naSem primeru 6,2), A- razlika povprecij dveh vzorcev. Povzeto po
[52].
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REZULTATI

V prvem delu predstavljamo rezultate poskusov, kjer smo preucevali vpliv motenj
energijske presnove z inhibicijo presnovnih reakcij glikolize ali pa encima citokrom-c-
oksidaze v dihalni verigi. S tem smo preprecili oziroma zmanjsali nastajanje ATP, Ki je

nujen za normalno delovanje stevilnih energijsko odvisnih procesov v celici.

Celi¢no glikolizo smo zavirali z 1 mM NaF. Pri vseh grafih bomo kot reprezentativne
vrednosti izpostavili privzem pri uporabljenem [°H]-histaminu v koncentracijah 10 pM in

100 pM. Ostale vrednosti so razvidne z grafov.

Za grafe na Slikah 10, 11 in 12 velja, da so bili astrociti izpostavljeni 60 min 1 mM NaF,
0,1 mM KCN ali 1 mM NaNjs pri 37° C, nato pa 20 min razli¢nim koncentracijam [*H]-

histamina pri 37° C.
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Slika 10: Koncentracijska odvisnost privzema [®H]-histamina po izpostavitvi 1 mM NaF

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=4).
Statisticno pomembna razlika: *** za p < 0,001 in **** za p < 0,0001, dvosmerna
ANOVA in Bonferronijev post hoc- test. Stevilo potrebnih ponovitev: N=3.

Z grafa na Sliki 10 vidimo, da se je po izpostavitvi 1 mM NaF privzem histamina v
celotnem koncentracijskem obmo¢ju zmanjsal. Vrednosti privzema so znaSale pri
uporabljenem histaminu v koncentraciji 10 puM za kontrolo 50,6 + 4,4 pmol-mg

proteinov™, za vzorec 17,0 + 1,1 pmol-mg proteinov™ ter pri 100 pM histamina za
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kontrolo 376,5 + 27,2 pmol-mg proteinov™ in za vzorec 100,0 + 7,7 pmol-mg proteinov™.

Rezultati kazejo, da zaviranje procesa glikolize zmanjsa privzem histamina.
Inhibicija dihalne verige

Za inhibicijo dihalne verige smo uporabili 0,1 mM KCN in 1 mM NaNG.
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Slika 11: Koncentracijska odvisnost privzema [®H]-histamina po izpostavitvi 0,1 mM KCN

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=4).
Statisticno pomembna razlika: ** za p < 0,01 in **** za p <0,0001, dvosmerna ANOVA in
Bonferronijev post hoc- test . Stevilo potrebnih ponovitev: N=2.

Z grafa na Sliki 11 vidimo, da se je po izpostavitvi 0, 1 mM KCN privzem histamina v
celotnem koncentracijskem obmocju zmanjSal. Vrednosti privzema so znasale pri
uporabljenem histaminu v koncentraciji 10 pM za kontrolo 50,6 = 4,4 pmol-mg
proteinov‘l, za vzorec 7,6 = 1,4 pmol-mg proteinov'l ter pri 100 uM histamina za kontrolo
376,5 + 27,2 pmol-mg proteinov™ in za vzorec 79,8 + 25,5 pmol-mg proteinov™’. Rezultati

kazejo, da inhibicija dihalne verige zmanjsa privzem histamina.
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Slika 12: Koncentracijska odvisnost privzema [°H]-histamina po izpostavitvi 1 mM NaNs

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=4).
Statisticno pomembna razlika: * za p < 0,05 in **** za p < 0,0001, dvosmerna ANOVA in
Bonferronijev post hoc- test. Stevilo potrebnih ponovitev: N=4.

Vpliv inhibicije dihalne verige smo nato preverili ¢ z NaN3. Tudi graf na Sliki 12 kaze
zmanjSanje privzema histamina v celotnem koncentracijskem obmocju, e celice
izpostavimo 1 mM NaNj; Vrednosti privzema so znaSale pri uporabljenem histaminu v
koncentraciji 10 uM za kontrolo 50,6 + 4.4 pmol-mg proteinov™, za vzorec 16,1 + 3,0
pmol-mg proteinov'1 ter pri 100 uM histamina za kontrolo 376,5 + 27,2 pmol-mg
proteinov™ in za vzorec 99,5 + 20,4 pmol-mg proteinov™. Rezultati kaZejo, da inhibicija
dihalne verige zmanjSa privzem histamina. lzpostaviti velja, da je za primerljiv uc¢inek

zadostovala 10-krat nizja koncentracija KCN kot NaNjs.
Vpliv Na" in K* ionov na privzem histamina

V nadaljevanju naSega dela smo preverili, ali je privzem histamina odvisen od
koncentracije Na* in K* ionov v pufru za privzem. Pufer za privzem v in vitro razmerah
simulira sestavo zunajceli¢ne tekocine. S spremembo njegove sestave lahko raziskujemo
vpliv ionov na privzem histamina. Elektrokemijski potencial Na* (in CI” ionov) porusimo,
¢e NaCl v mediju zamenjamo z manitolom. Za preverjanje odvisnosti privzema od K*
ionov smo pripravili medij za privzem s povisano in znizano koncentracijo K*. Priprava

medija je opisana v poglavju Metode.
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Astrociti so bili 60 min izpostavljeni pufru za privzem brez Na* ionov pri 37°C in 30 min
mediju s znizano in z zvisano koncentracijo K* ionov, nato pa 20 min razli¢nim

koncentracijam [*H]-histamina pri 37°
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Slika 13: Koncentracijska odvisnost privzema [*H]-histamina v pufru za privzem brez Na*
ionov

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=6).
Statisticno pomembna razlika: ** za p < 0,01, *** za p < 0,001 in **** zq p < 0,0001,
dvosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Na Sliki 13 vidimo, da je prislo v pufru za privzem brez Na* ionov do zmanjsanja privzema
histamina. Pri uporabljenem histaminu v nizjih koncentracijah (0,125 — 10 uM) je bila
razlika v privzemu manj$a, pri koncentracijah histamina, ki so visje od 20 uM pa se je
razlika ocitneje izrazila. Vrednosti privzema so znasale pri 10 uM za kontrolo 50,6 + 4,4
pmol-mg proteinov’l, za vzorec 40,8 + 2,8 pmol-mg proteinov'1 ter pri 100 uM histamina
za kontrolo 376,5 £ 27,2 pmol-mg proteinov'1 in za vzorec 256,0 = 16,7 pmol-mg
proteinov™. Rezultati kaZejo, da je privzem histamina v astrocite le deloma odvisen od Na*

ionov. Vegji delez privzema histamina pa je kot kaze neodvisen od Na* ionov.

30



5001 *kkk

© o~ s+« [ kontrola
c
= *kkk . -
IS Z 400 pufer za privzem z zviSsano
Sk koncentracijo K ionov
2 o *kkk J
< % 300
- =
T o *kkk
3]
— ;‘l 200 4 *kkk
e -
(0]
)
S g 1001
T o
a -

koncentracija [3H]—histam ina (RM)

Slika 14: Koncentracijska odvisnost privzema [*H]-kistamina v pufiu za privzem z zvisano
koncentracijo K* ionov na 50 mM

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=6).
Statisticno pomembna razlika: **** za p < 0,0001, dvosmerna ANOVA in Bonferronijev
post hoc- test

Vrednosti privzema so znaSale pri uporabljenem histaminu v koncentraciji 10 uM za
kontrolo 50,6 + 4,4 pmol-mg proteinov'™’, za vzorec 6,95 + 0,4 pmol-mg proteinov’™ ter pri
100 pM histamina za kontrolo 376,5 + 27,2 pmol-mg proteinov™ in za vzorec 60,2 + 11,8

pmol-mg proteinov’l.
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Slika 15: Koncentracijska odvisnost privzema [*H]-histamina v pufiu za privzem z zniZano
koncentracijo K™ ionov na 1,2 mM
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Vsak stolpec predstavija srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=6).
Statisticno pomembna razlika: ** za p < 0,01 in **** za p <0,0001, dvosmerna ANOVA in
Bonferronijev post hoc- test.

Vrednosti privzema so znasale pri uporabljenem histaminu v koncentraciji 10 pM za
kontrolo 50,6 + 4,4 pmol-mg proteinov’l, za vzorec 6,3 £ 0,5 pmol-mg proteinov'1 ter pri
100 uM histamina za kontrolo 376,5 + 27,2 pmol-mg proteinov'1 in za vzorec 46,4 + 7,5
pmol-mg proteinov’’. Nasi rezultati kaZejo, da je privzem histamina zelo odvisen od

koncentracije K™ ionov.
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Slika 16: Primerjava privzema histamina pri koncentraciji 100 xM [*H]-histamina

Vsak stolpec predstavlja srednjo vrednost + standardno napako srednje vrednosti (N=4 za
NaF, KCN,NaN3 in N=6 za ostale vzorce). Statisticno pomembna razlika: ** za p < 0,01 in
**** za p <0,0001, enosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Slika 16 povzema predhodne grafe in prikazuje statisticno znaéilno zniZanje privzema
histamina pri izbrani koncentraciji 100 uM [*H]-histamina. Statisti¢no znagilno znizanje
opazimo v vseh primerih pri koncentracijah, vi§jih od 20 uM [*H]-histamina, vendar zaradi
preglednosti prikazujemo vrednosti pri koncentraciji 100 uM [*H]-histamina. Ostale

vrednosti so razvidne v predhodnih grafih.
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Vpliv holinijevega klorida

Holinijev klorid lahko uporabimo kot nadomestek za Na* ione, kadar potrebujemo medij
brez Na" ionov. Predhodne raziskave nasih sodelavcev so Ze pokazale, da zamenjava NaCl
s holinijevim kloridom povzro¢i zmanj$anje privzema histamina [15]. Kot organski kation
pa je holinijev klorid substrat za nekatere prenaSalce organskih kationov, kar bi lahko
vplivalo na interpretacijo rezultatov. V nasem poskusu smo mediju za privzem dodali
holinijev klorid v razli¢nih koncentracijah, da bi preverili ali vpliva na privzem histamina

tudi v prisotnosti Na* ionov.
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Slika 17: Privzem 125 nM [*H]-histamina ob dodatku holinijevega klorida

Stolpci predstavljajo srednjo vrednost privzema + standardno napako (N=6). Statisticno
pomembna razlika: *** za p < 0,001, enosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Astrocite smo inkubirali 60 min v pufru za privzem z dodatkom holinijevega klorida
razli¢nih koncentracij, nato pa 20 min z 125 nM [*H]-histaminom. Vse poskuse smo
izvedli pri 37 °C.

Vrednosti privzema so znasale za kontrolo 206,8 + 84 fmol-mg proteinov”’ za
koncentracijo holinijevega klorida 10 M pa se privzem zmanjsa na 100,8 + 8,4 fmol-mg

proteinov™.
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Vpliv ishemije na privzem histamina

500 *k
*%
g~ - 3 oh (kontrola)
c '; 400 —_— 3 in
[
£ B sn
= o
< ‘6' 3004 - 6 h
T a
. © 2004
e £
N
N -
N g 100
T &
o
0 T
< < < <
N N o ©

Slika 18: Vpliv ishemije na privzem 125 nM [*H]-histamina

Astrocite smo inkubirali Oh, 1h, 34 ali 6h v hipoksicnih pogojih in odtegnitvi hranil pri
37°C. Prikazane so srednje vrednosti + standardne napake srednjih vrednosti (N=3).
Statisticno pomembna razlika: ** za p < 0,01, enosmerna ANOVA in Bonferronijev post
hoc- test. Stevilo potrebnih ponovitev: N=1

Izpostavljenost celic pogojem, ki simulirajo ishemijo, nepricakovano poveca privzem
histamina. Vrednost privzema za kontrolo znasa 183,9 + 9,8 fmol-mg proteinov™, za celice
izpostavljene ishemi¢nim pogojem za 1 h, 3 h in 6 h pa smo dobili naslednje vrednosti
privzema v doslednem vrstnem redu: 408,2 + 11,7 fmol-mg proteinov'l, 430,6 + 27,6

fmol-mg proteinov'1 in 364,8 = 13,0 fmol-mg proteinov'1 .
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Slika 19: Vpliv ishemije in ouabaina na privzem 125 nM [®H]-histamina

Celice so bile izpostavljene ishemiji Oh, 1h, 3h in 6 h. Stolpci za vsak casovni interval
predstavljajo naknadno inkubacijo z ouabainom v doslednem vrstnem redu: 0 M
(kontrola), 10® M, 107 M, 0,5 x 10" M, 0,5 x 10°M. Prikazane so srednje vrednosti +
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standardne napake srednjih vrednosti (N=3 za kontrolo in N=6 za ostale koncentracije
ouabaina). Statisticno pomembna razlika: *** za p < 0,001 in **** za p < (,0001,
enosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Na zgornjem grafu lahko opazimo znacilno povecanje privzema v vseh primerih, ko smo
celice izpostavili hipoksiji. Inkubacija celic s subinhibitornimi koncentracijami ouabaina ni

povzrocila statisticne razlike v privzemu histamina v nobenem primeru.
Vpliv razli¢nih kardiotoni¢nih glikozidov na privzem histamina

Za namen preverjanja odvisnosti privzema histamina od inhibicije NKA smo celice
inkubirali s kardiotoni¢nimi glikozidi (KG). Uporabili smo jih v koncentracijah, ki delujejo
inhibitorno in v koncentracijah, v katerih pricakujemo, da aktivirajo signalno funkcijo

NKA. Za privzem smo uporabili [°H]- histamin v koncentracijah 125 nM in 50 pM.
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Slika 20: Privzem 125 nM [*H]-histamina

Astrocite smo inkubirali 20 min z ouabainom, digoksinom ali digitoksinom, nato pa 20
min z 125 nM [*H]-histaminom. Vse poskuse smo izvedli pri 37 °C. Stolpci predstavijajo
srednjo vrednost privzema =+ standardno napako srednje vrednosti (N=6). Statisticno
pomembna razlika: ** za p < 0,01, enosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Za kontrolo smo dobili vrednost privzema 187,57 + 11,20 fmol/mg proteinov™, ostale
vrednosti se od kontrole statisti¢no ne razlikujejo, razen v primeru 107 M digoksina, kjer
je vrednost privzema znagala 319,53 + 32,55 fmol/mg proteinov™, kar je 170,4 % vrednosti

glede na kontrolo.
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Slika 21: Privzem 50 uM [*H]-histamina

Astrocite smo inkubirali 20 min z ouabainom, digoksinom ali digitoksinom nato pa 20 min
s 50 uM [*H]-histaminom. Vse poskuse smo izvedli pri 37 °C. Stolpci predstavljajo srednjo
vrednost privzema + standardno napako srednje vrednosti (N=9). Statisticno pomembna
razlika: * za p < 0,05, enosmerna ANOVA in Bonferronijev post hoc- test.

Statisti¢no znacilne razlike v privzemu smo opazili v primeru inkubacije z 107 M
ouabainom. Privzem kontrole je znasal 43,46 + 5,24 pmol/mg proteinov™, vzorca pa 27,24

+ 4,66 pmol/mg proteinov™, kar je 62,7 % vrednosti glede na kontrolo.
Membranski prenasalec za monoamine (PMAT)

Spodnje slike prikazujejo prenos western. Spodaj je prikaz barvanja z barvilom Ponceau S
in v sredini imunodetekcija GFAP, ki je znacilen oznaCevalec astrocitov. Mobilnost GFAP
na gelu (nekoliko nad oznacevalcem 52 kD) je bila nekoliko manjs$a od pricakovane (50
kD), vandar je lepo razvidno, da z uporabo specifi¢nega protitelesa proti GFAP zaznamo
signal samo v astrocitih. Pri daljsi ekspoziciji filma je bil Sibek signal prisoten tudi v
homogenizatu mozganskega tkiva. Na§ namen je bil dokazati prisotnost PMAT (zgoraj) v
astrocitih novorojene podgane. Pricakovanega pasu pri 58 kD [53] nismo opazili, prav tako
smo ugotovili, da uporabljeno protitelo ni izkazalo zelene specifi¢nosti, saj Kljub ponovitvi

poskusa namesto enega opazimo ve¢ dodatnih pasov.
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Slika 22: Barvanje z barvilom Ponceau S, imunodetekcija GFAP in PMAT

Slike so bile posnete v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo, Institut za patolosko
fiziologijo, UL, Medicinska fakulteta.

Nanos vzorcev: 1-Kontrola (K), 2- Vzorec, 3- Kontrola (K), 4- Vzorec. Pozitivna kontrola
[54]: Novorojena podgana (homogenizati tkiv): 5- Mozgani novorojene podgane, 6-
Ledvice. Odrasla podgana (homogenizati tkiv): 7- Misica soleus (Soleus), 8-Misica
extensor digitorum langus (EDL). Celi¢ne kulture: 9- L6 mioblasti, 10- L6 miSi¢ne
cevcice, 11- HEK 293 celice, 12- PT67 celice. Astrociti v stolpcih vzorcev 2 in 4 so bili 24

h izpostavljeni raztopini lipopolisaharida v koncentraciji 1 pg/mL.
Signalna pot ERK1/2

Slika 23 prikazuje prenos western, s katerim smo Zeleli dokazati, da ouabain v astrocitih
aktivira znotrajcelicno signalno pot ERK1/2. Celice smo inkubirali z razli¢énimi
koncentracijami ouabaina. Ob povecanju koncentracije ouabaina se ojacita pasova pri 42
kD in 44 kD, ki predstavljata pERK1/2, vendar rezultat ni konsistenten v vseh ponovitvah.

GFAP je prisoten v vseh vzorcih.
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Slika 23: Barvanje z barvilom Ponceau S, imunodetekcija GFAP in pERK1/2

Slike so bile posnete v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo, Institut za patolo$ko
fiziologijo, UL, Medicinska fakulteta.

Nanos vzorcev: 1, 6, 11- kontrola (K), 2, 7, 12- 100 nM ouabain 3, 8, 13- 300 nM ouabain,
4,9, 14- 1 uM ouabain. Pozitivna kontrola : 5, 15, 16- 2 mM H,0, (15 min),
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RAZPRAVA

Inhibicija glikolize in citokrom-c-oksidaze

Glikoliza je pomemben celi¢ni proces, katere kon¢ni produkt sta v aerobnih razmerah dve
molekuli ATP in dve molekuli piruvata. S fluoridnimi ioni smo inhibirali encim enolazo in
preprecili nastanek piruvata. Fluoridni ioni zavirajo tudi piruvat-dehidrogenazo. S tem smo
zavrli tudi porabo piruvata, ki se nahaja v celinem mediju. V normalnih razmerah se
piruvat prenese v mitohondrijski matriks, kjer ga kompleks piruvat-dehidrogenaza
oksidativno dekarboksilira do acetil koencima A (acetil CoA), ki nadalje vstopa v cikel
trikarboksilnih kislin. Produkt cikla trikarboksilnih kislin je reducirana oblika koencima
nikotinamiddinukleotida (NADH +H"), ki omogoci sklopitev oksidoredukcijskih ¢lenov v
dihalni verigi na notranji mitohondrijski membrani in prenos elektronov na molekulski
kisik (O2). O je kon¢ni prejemnik elektronov v dihalni verigi in je vezan na zadnji encim v
dihalni verigi citokrom-c-oksidazo [32, 48]. Citokokrom-c-oksidazo smo inhibirali s
cianidnimi in azidnimi ioni. Prenos elektronov vzdolz dihalne verige je sklopljen s tokom
protonov (H") v medmembranski prostor mitohondrija, s ¢imer se ustvari elektrokemijski
potencial, ki poganja ATP-sintetazo, da sintetizira ATP [32, 48]. Molekule ATP se
porabljajo v vseh celi¢nih procesih, za katere je potrebna energija. Sorazmerno veliko jih
porabi encim NKA, ki ustvarja transmembranski elektrokemijski potencial, ki poganja

Stevilne procese, tudi privzem nevrotransmitorjev.

Z izpostavitvijo celic izbranim substancam, ki okvarijo normalno celi¢no presnovo, smo
dosegli, da ATP ni nastajal, oziroma je nastajal v manjSem obsegu. To potrjujejo dobljeni

rezultati.

Predinkubacija celic povzro¢i zmanjsanje privzema, in sicer so vrednosti v odstotkih glede
na kontrolo: za 1 mM NaF 26,6%, z 0,1 mM KCN 21,6% in 1 mM NaN; 26,4% pri
koncentraciji 100 uM histamina. Med posameznimi inhibitorji pa ni znacilnih razlik, kar je
tudi pri¢akovan rezultat, saj inhibiramo isti proces, to je nastanek ATP, ¢eprav na dveh
razliénih stopnjah. Ce bi §tudirali metabolne procese namesto privzema histamina, bi
razlien vpliv inhibicije glikolize in inhibicije dihalne verige z ustrezno metodo verjetno

uspeli zaznati.

39



Ceravno smo ugotovili, da inhibicija glikolize in dihalne verige povzro¢i zmanj$anje
privzema, pa zaradi udelezenosti ATP v Stevilnih nadaljnjih celi¢nih procesih ne moremo z
gotovostjo trditi, kateri izmed okrnjenih procesov je odlocilen za zmanj$anje privzema.
Celi¢ni procesi so mo¢no povezani in vedno ne moremo inhibirati zgolj enega celi¢nega
procesa. Primer so fluoridni ioni, ki ne zavirajo samo celi¢ne glikolize, temve¢ tudi NKA
[44]. Menimo, da je najverjetnejs§i vzrok zmanjSanje transmembranskega
elektrokemijskega potenciala zaradi okrnjenega delovanja encima NKA, ki za ¢érpanje
ionov porabi precejSen delez v celici proizvedenih molekul ATP. 1z tega pa lahko
sklepamo, da je privzem histamina energijsko odvisen proces. Privzem nevrotransmitorjev
in drugih snovi je namre¢ najveckrat odvisen od elektrokemijskega potenciala razli¢nih

ionov, predvsem Na*, K™ in CI', pa tudi HCOs™ ionov.
Vpliv Na" in K" ionov na privzem histamina

Histamin se pri fizioloSki vrednosti pH pretezno nahaja v obliki monokationa [22], kar mu
preprecuje, da bi skozi celicno membrano prehajal z difuzijo, zato se v celico privzema
preko prenasalca. Specificni prenaSalec za histamin $e ni odkrit (privzem;), bili pa so
ovrednoteni doloceni nespecificni prenasalci (privzem,). Nespecificni prenaSalci imajo
razliéne afinitete do doloCenih topljencev, ki so si med sabo podobni. Ena izmed
pomembnih lastnosti substratov za tovrstne prenasalce je njihov elektri¢ni naboj (kationi
ali anioni). Prenos topljencev preko nespecificnih prenasalcev poteka v smeri
koncentracijskega gradienta od visje koncentracije V zunajceli¢ni teko¢ini v notranjost
celice. Proces je lahko tudi dvosmeren. Dosedanje raziskave, vklju¢no z delom nasega
laboratorija, kazejo, da se histamin v astrocite privzema s kombinacijo privzema; in

privzema, [15].

Pri gojenju celi¢nih kultur je kljuénega pomena, da uporabljamo medij, ki po elektrolitski
sestavi in pH vrednosti posnema fiziolosko sestavo telesnih tekocin. Tako se lahko
vzpostavijo ustrezni elektrokemijski gradienti, ki so potrebni, da celice prezivijo. Medij za
privzem namre¢ V in vitro razmerah posnema ionsko sestavo zunajceli¢ne tekocine. V
enem izmed poskusov smo NaCl v pufru za privzem zamenjali z manitolom in tako
pripravili medij brez Na™ ionov. S tem smo porusili elektrokemijski gradient Na™ ionov, ki

je potreben za privzem dolocenih snovi v celico in rezultat je bil zmanjSanje privzema
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histamina. Pri 100 uM histamina je znaSal privzem vzorca 68,0 % vrednosti kontrole, kar
nakazuje na privzem;. Posledi¢no smo spremenili tudi vsebnost CI” ionov, vendar ta
gradient za naS namen ni bil bistven. V kolikor bi Zeleli preucevati vpliv posameznih
ionov, na primer samo Na™ ali samo CI™ ionov, bi v prvem primeru lahko NaCl nadomestili
z N-metil-D-glukaminom (NMDG) ali holinijevim kloridom, v drugem primeru z
natrijevim glukonatom. Enega izmed poskusov smo zasnovali tako, da smo v medij za
privzem dodali razliéne koncentracije holinijevega klorida. Ugotovili smo, da holinijev
klorid samo v koncentraciji 0,1 M povzroci znacilno znizanje privzema histamina. Holin se
v holinergi¢ne zivéne celice privzema z visokoafinitetnim prenasalcem za holin (SLC5A7)
[55] in ne predvidevamo, da si holin in histamin delita isti specifi¢ni prenasalec. Vpliv je
verjetno zgolj osmotsko-elektrolitski, ¢eprav ne moremo povsem izkljuciti dejstva, da si
histamin in holinijev klorid ne delita istega prenasalca. Ob inhibiciji z 0,1 M holinijevim
Kloridom znasa vrednost privzema 48,8 % glede na kontrolo. Na podlagi tega bi zato lahko

sklepali, da bi prenasalec za histamin morda lahko imel zelo nizko afiniteto do holina.

Za preucevanje odvisnosti privzema od K* ionov smo pripravili pufer za privzem z zvisano
koncentracijo Kalijevih ionov na 50 mM in pufer z znizano koncentracijo K* ionov na 1,2
mM. Nasi rezultati kazejo, da imajo K' ioni modan vpliv na privzem histamina.
Koncentracija K™ ionov ima bistven vpliv na vrednost membranskega potenciala celice. 1z
enacbe za membranski potencial namreé sledi, da porast zunajceli¢ne koncentracije K"
ionov povzroci depolarizacijo membrane. Depolarizacija membrane pa vpliva na razliko
elektrokemijskega potenciala za nabite molekule. Ce se celica depolarizira, se zmanjsa tudi
»gonilna sila«, ki poganja transport pozitivno nabitega histamina v notranjost celice. Znano
je, da pride ob povedanju koncentracije K* ionov na 60 mM (ob delni nadomestitvi Na®
ionov s K ioni) do zmanjsanja privzema histamina v kulturo astrocitov [56]. Zmanj$anje
privzema v primeru pufra z znizano koncentracijo K* ionov na 1,2 mM pa je
nepri¢akovano. Smiselno bi bilo nadaljevati raziskave v smeri ugotavljanja vpliva

inhibitorjev K* kanal¢kov, recimo z uporabo BaSO, ali BaCl, [20].
Ishemija (hipoksija in odtegnitev glukoze)

Ceprav raziskovalci odkrivajo Stevilne nove funkcije astrocitov, ne smemo pozabiti, da je

ena izmed njihovih osnovnih nalog ohranjanje ustreznega zunajcelicnega okolja za
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delovanje zivénih celic. V nasem raziskovalnem delu smo kulture astrocitov izpostavili
hipoksiji in odtegnitvi hranil (glukoza) in na ta nacin simulirali razmere ob mozganski kapi
(ishemija). Astrociti imajo namre¢ v primeru mozganske kapi pomembno vlogo pri
podaljSevanju zivljenjske dobe zivénih celic, saj lahko zaradi svojih (sicer skromnih) zalog
glikogena vsaj za zelo kratek ¢as oskrbujejo Zivéne celice z laktatom, ki je produkt iz

glikogena spros¢ene glukoze v anaerobnih razmerah [8].

Astrocitne kulture smo izpostavili hipoksi¢énim pogojem za 1 h, 3 hin 6 h. Glede na to, da
omenjeni pogoji prizadenejo vitalne celi¢ne procese zaradi motene energijske presnove ter

odpovedi delovanja Na*/K*-ATPaze, smo pri¢akovali zmanj$anje privzema histamina.

Glede na nase rezultate, ki so pokazali znacilno povecanje privzema histamina v astrocite,
smo morali prvotno hipotezo ovreci. Rezultati namre¢ kazejo znacilen vpliv hipoksije na
privzem histamina, medtem ko privzem ni odvisen od uporabljenih ¢asovnih intervalov.
Predvidevamo, da so se ucinki hipoksije izrazili Ze po 1 h. To je za nas presenetljivo
dejstvo, saj so astrocitne kulture relativno odporne celice. Sklepamo, da pri poskusu Ze po
1 h pride do ireverzibilnih poskodb v celi¢ni membrani, kar zmanjsa njeno selektivnost in
skoznjo lahko Stevilne molekule, tudi histamin v obliki (mono)kationa, prehajajo Ze z
enostavno difuzijo. Ne smemo pa spregledati dejstva, da je prenos histamina v astrocite
dvosmeren proces. Pod dolo¢enimi pogoji pride tudi do sproscanja histamina iz astrocitov

[56], vendar v nasi raziskavi spros¢enega histamina nismo merili.

Po hipoksiji smo celice inkubirali s subinhibitornimi koncentracijami ouabaina. Znacilnega
vpliva na privzem nismo zaznali pri nobeni izmed uporabljenih koncentracij. Glede na to,
da predvidevamo, da je prislo do poskodb v celi¢ni steni ze po enourni izpostavljenosti

hipoksiji, so to pricakovani rezultati.

Pomembno je tudi poudariti razliko med »kemi¢no hipoksijo«, ki jo dosezemo z inhibicijo
enolaze in/ali citokrom-c-oksidaze in hipoksijo, kjer celicam odtegnemo glukozo in
zmanjSamo delez O, v atmosferi. Celice, izpostavljene kemi¢ni hipoksiji, imajo dovolj
hranil in kisika, vendar zaradi inhibiranih encimov teh hranil ne morejo ustrezno
presnavljati. Zaradi tega tudi ne morejo uporabiti znotrajceli¢ne zaloge glikogena, medtem

ko celice, ki jim zmanjSamo delez O, v atmosferi in odtegnemo glukozo, Se lahko
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uporabijo omejeno zalogo glikogena, ki ga z normalno delujo¢imi encimi Vv procesu

glikolize presnovijo po anaerobni poti do laktata in pri tem sintetizirajo nekaj ATP.

Druga, ¢eprav manj verjetna razlaga povecanega privzema bi lahko bilo povecanje Stevila
prenaalcev za histamin. Hipoksija in odtegnitev glukoze sta namre¢ za celice dejavnika, ki
vplivata na celi¢no presnovo in izrazanje genov. Glede na to, da so celice po
izpostavljenosti hipoksiji in odtegnitvi glukoze zivele Se 21 h (€ez no€) in niso kazale

vidnih znakov nekroze tudi te moznosti ne moremo povsem izkljuciti.
Kardiotonic¢ni glikozidi

Privzem histamina v astrocite iz mozganske skorje novorojenih podgan je obcutljiv na
inhibicijo z ouabainom. To so dokazali sodelavci iz laboratorija ob uporabi 10° M
ouabaina ob $tudiji privzema 125 nM [*H]-histamina v astrocite [15]. Glede na literaturne
podatke za inhibicijo NKA z ouabainom v kulturi misi¢nih celic, je NKA v uporabljeni
koncentraciji popolnoma inhibiran [57].

V diplomskem delu pa smo se Zeleli osredoto€iti na morebiten vpliv ouabaina in drugih
(razpolozljivih) kardiotoni¢nih glikozidov na NKA v nizjih koncentracijah. Znano je, da
ouabain v nanomolarnih koncentracijah aktivira signalno funkcijo NKA. Poskuse privzema
smo izvedli z ouabainom v koncentraciji 10° M ter z digoksinom in digitoksinom v
koncentraciji 10™ M, saj zaradi slabe topnosti slednjih nismo uspeli pripraviti koncentracije
10 M na nagin, ki ne bi vplival na celi¢ne kulture. Signalno funkcijo NKA smo Zeleli

aktivirati s koncentracijami ouabaina in dveh drugih KG reda 107 M.

Pri privzemu 125 nM [?H]-histamina v astrocite nismo opazili pri¢akovanih rezultatov. Pri
vi§jih koncentracijah (10'3 M oz. 10* M ) namrec¢ ni bilo statistiénih razlik v privzemu,
Ceprav bi pricakovali inhibicijo NKA in zmanjSan privzem histamina vsaj v primeru
inhibicije z 10® M ouabainom. Pri niZjih koncentracijah KG smo sicer opazili znagilno
povelanje privzema ob uporabi 107 M digoksina. Privzem je znasal 170,4 % glede na

kontrolno vrednost.

V naslednjem koraku smo se odlocili izvesti poskus s poveCanjem koncentracije [*]-
histamina na 50 uM. NaSa hipoteza je bila, da bi se ob uporabljeni vecji koncentraciji

histamina utegnile minimalne razlike v privzemu bolje izraziti. Dobljeni rezultati so pri
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nizjih koncentracijah spet presenetljivi, saj smo pri¢akovali, da bo 10 M ouabain inhibiral
privzem histamina, vendar razlik pri nobenem izmed uporabljenih KG ne opazimo. Smo pa
do neke mere potrdili naso hipotezo, saj je 107 M ouabain znizal privzem histamina. V
primeru inkubacije z 107 M ouabainom znasa privzem 62,7 % privzema kontrole in je

statisti¢no znacilno niZzji.

Glede na opravljene Studije kulture astrocitov podgane prevladujoce izrazajo al izoobliko
podenote NKA, nekatere tudi hkrati al in a2. [zooblika a2 je bolj obCutljiva na inhibicijo z
ouabainom in jo v kulturi miSi¢nih celic lahko inhibiramo z 1 pM ouabainom, medtem ko
z 500 uM ouabainom inhibiramo obe podenoti. Glede na rezultate sklepamo, da nase
astrocitne kulture verjetno prevladujoce izrazajo al izoobliko podenote NKA (manj
ob&utljiva na ouabain). Pricakovali bi namre¢, da bo NKA ob izpostavljenosti 10° M

ouabainu inhibirana in privzem histamina zmanjSan.

Dobljeni rezultati nam ne omogocajo, da bi sklepali na prisotnost dolo¢ene izooblike NKA,
saj bi pricakovali inhibicijo vseh izooblik pri uporabljenih koncentracijah KG. Za natan¢no
Studijo prisotnih izooblik NKA bi morali uporabiti metode molekularne biologije, recimo

uporabo protiteles proti izbrani izoobliki ali detektirati prisotnost ustrezne mRNA.
Membranski prenasalec za monoamine (PMAT)

Poskus dokaza prisotnosti PMAT s prenosom western ni dal Zelenih rezultatov. Namesto
pri¢akovanega pasu pri 58 kD je na$ rezultat ve¢ pasov, pri ¢emer ne moremo Z gotovostjo
trditi, da je pas pri 58 kD prisoten. Poskus smo veckrat ponovili in prisli do sklepa, da
uporabljeno primarno protitelo ne izkazuje ustrezne specifi¢nosti. Odsotnost omenjenega
pasu pri 58 kD pa je vendarle v skladu z dosedanjimi S$tudijami, ki z uporabo
imunohistokemijskih metod navajajo pristnost PMAT le v kulturi ¢loveskih astrocitov
[21], medtem ko v astrocitih podgane njegova prisotnost ni dokazana [3]. Menimo, da bi
bilo za natan¢no razjasnitev dileme potrebno poskus ponoviti s protitelesom drugega
proizvajalca. Poleg tega bi izrazanje PMAT v astrocitih lahko potrdili ali ovrgli tudi z
merjenjem PMAT mRNA z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem casu (angl.

real-time PCR).

44



ERK1/2

Izpostavljenost astrocitov ouabainu aktivira znotrajcelino signalno pot ERK 1/2.

Aktivacijo signalne poti smo dokazali s protitelesom pERK1/2 (Thr?%/Tyr?*

prisotnost fosforilirane beljakovine ERK1/2 (pERK1/2). Ob inkubaciji z vi$jo

), ki potrjuje

koncentracijo ouabaina bi pri¢akovali sorazmerno vi§je izrazanje ERK1/2, vendar na$i
rezultati v tem pogledu niso povsem konsistentni. Ob gojenju celi¢nih kultur smo naleteli
na nepricakovan zaplet, saj so celice zacele odmirati. To je razvidno iz nanosa enega izmed
vzorcev, Ki ima nizjo koncentracijo proteinov kot ostali. Zaradi navedenih tezav, Ki SO
pogoste pri delu s primarnimi celi¢nimi kulturami, menimo da bi bilo za dokon¢ne
zakljucke potrebno poskus ponoviti. Dobljeni rezultati pa vseeno verjetno nakazujejo na

aktivacijo znotrajceli¢ne poti ERK1/2.
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SKLEP

Zaklju¢imo lahko, da zaviranje energijsko odvisnih celi€nih procesov zmanjSa privzem
histamina v astrocite. Privzem histamina je odvisen od K* ionov in v manjsi meri od Na*
ionov. Privzem histamina po vsej verjetnosti ne poteka preko membranskega prenasalca za
monoamine (PMAT), ouabain pa v astrocitih najverjetneje sprozi znotrajceli¢no signalno

pot ERK1/2.
Potrdili smo naslednje hipoteze:

1. Privzem histamina je odvisen od nastajanja ATP v celicah. V razmerah zmanjSanega

nastajanja ATP se bo privzem histamina zmanjsal.

2. Ouabain bo v koncentracijah, ki aktivirajo celicne signalne poti vplival na privzem

histamina v celi¢no kulturo astrocitov.

3. Privzem histamina je odvisen od zunajceli¢ne koncentracije Na* in K* ionov.
4. Ouabain aktivira znotrajcelicno signalno pot ERK1/2.

Zavrgli smo naslednje hipoteze:

1. Ouabain bo zaviral delovanje Na'/ K*-ATPaze in zmanjgal privzem histamina.
2. Privzem histamina se bo po hipoksiji in odtegnitvi glukoze zmanjsal.

Nasi rezultati ne podpirajo tretje hipoteze, vendar pa bi bilo za dokon¢no opredelitev

potrebno narediti dodatne poskuse.

3. Kulture astrocitov novorojene podgane izraZzajo membranski prenasalec za monoamine

(PMAT).

Specificni membranski prenasSalec za histamin ostaja neodkrit. Potrebne bodo nadaljnje
raziskave vplivov na privzem, ki bodo dale nove kandidate za prenos histamina preko
membrane. Odkritje specificnega prenasalca bi bil namre¢ velik korak do boljsega
razumevanja histaminergi¢nega sistema in dobra osnova za nac¢rtovanje novih zdravil, ki bi

v tem sistemu delovala.
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