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POVZETEK

Odstranjevanje histamina iz sinapti€nega prostora je klju¢ni proces pri preprecevanju
poskodb zivcevja zaradi prekomerne aktivnosti histaminergi¢nih nevronov. V primerjavi z
ostalimi aminskimi nevrotransmiterji je mehanizem privzema histamina Se precej
nedognan, znano pa je, da ta ne poteka v zivéno celico, temve¢ v astrocit. V sklopu tega
magistrskega dela smo na kulturi astrocitov, izoliranih iz mozganov novorojene podgane,
raziskali nekaj lastnosti prehoda histamina preko celiéne membrane in preverili mozno
vpletenost nekaterih nespecificnih prenasalnih sistemov v prenos histamina. Najbolj nas je
zanimalo spreminjanje lastnosti prenosa histamina pri razli¢nih vrednostih pH in
morebitna povezava med prenaSalnim sistemom za dopamin in histamin. Koli¢ino
privzetega ali sproS¢enega histamina smo izmerili s scintilacijskim Stevcem ob dodatku
radioaktivno oznacenega histamina.

Ugotovili smo, da se histamin v astrocit podgane prenaSa preko nespecificnega ali
nizkoafinitetnega prenasalca (K, = 62,47 puM, V. 25,98 pmol/mg proteinov/min),
najverjetneje pa s kombinacijo ve¢ prenasalcev. Prenasalni sistem je obcutljiv na vrednost
pH medija. Z viSanjem kislosti zunajceli¢nega prostora se zmanjSuje privzem histamina v
astrocite, povecuje pa se njegovo spros€anje iz njih. Monoamini so v preteklosti Ze
pokazali inhibitorni u¢inek na privzem histamina, pri ¢emer je imel najve¢jo stopnjo
inhibicije dopamin. Z izvedbo inhibitornih testov z dopaminu podobnimi snovmi smo
ugotovili, da je apomorfin v koncentracijah nad 0,1 mM skoraj popolnoma zavrl privzem
histamina v astrocit (ICso = 0,58 mM), pri enakih koncentracijah pa je tudi mo¢no zavrl
njegovo sproscanje (ICso > 10 mM). Ostali dve ucinkovini, levodopa in klorpromazin, na
transport histamina nista vplivali. Nedavno objavljeni rezultati japonske raziskave
mehanizma privzema histamina v ¢loveske astrocite kot glavni prenasalni protein navajajo
membranski prenaSalec za monoamine (PMAT). Zaklju¢imo lahko, da transport histamina
preko celicne membrane astrocita poteka s pomocjo prenaSalnega sistema, ki je poleg
prenosa histamina sposoben prenosa tudi dopamina in dopaminu podobnih snovi v celico
in iz nje, vendar pa zaradi pomanjkljivih dokazov o obstoju PMAT na podganjih astrocitih

ne moremo trditi, da vlogo prenaSalne molekule opravlja prav PMAT.

Kljuéne besede: astrociti, histamin, ponovni privzem histamina, PMAT, acidoza.
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ABSTRACT

Histamine clearance is an essential process for avoiding excessive histaminergic neuronal
activity. Previous studies using rodents indicated that histamine reuptake involves
astrocytes rather than neurons. However, in comparison to other monoamines molecular
mechanism of histamine clearance has remained unclear. In the present study we
investigated some of the features of histamine uptake into neonatal rat astrocytes. Our
focus was to monitor histamine uptake and its release in acidosis-like conditions.
Furthermore, we researched a connection between dopamine and histamine uptake system
and involvement of low-affinity transporters, especially plasma membrane monoamine
transporter (PMAT).

We showed that rat astrocytes transported histamine in concentration-dependent and pH-
dependant manner. We calculated the amount of histamine uptake and release by using *H-
histamine and measuring its radioactivity with scintillation counter. Histamine uptake into
astrocitoma cell was gradually decreasing while incubating in progressively acidic
condition. On the other hand, histamine release from astrocytes was increasing and
reached its maximum in conditions with pH 7,0. Kinetics analysis (Ky = 62,47 uM, Vax
= 25,98 pmol/mg proteins/min) showed that a low-affinity transporter(s) was involved in
histamine transport. Moreover, we demonstrated that dopamine-like substance, apomorfin,
significantly inhibited histamine uptake into astrocytes (ICsp = 0,58 mM) and its release
(ICsp > 10 mM) in concentration higher than 0,1 mM. On the contrary, the other two
investigated dopamine-like substances, levodopa and chlorpromazine, showed no effect on
histamine transport. In addition, the results of the recent study conducted by the group of
Japanese reaserchers revealed that PMAT could be the key histamine transporter in
primary human astrocytes. However, since there has not been yet any evidence of PMAT
existence on rat astrocytes provided, we can only conclude that histamine is transported by
low-affinity transporter system which is capable of transporting also dopamine and

dopamine-like substances.

Keywords: astrcytes, histamine, histamine uptake, PMAT, acidosis
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

3-MT — 3-metoksitiramin

AADC — L-aromati¢na aminokislinska dekarboksilaza (L-aromatic amino acid
decarboxylase)

ATP — adenozin trifosfat

BDNF — nevrotrofi¢ni dejavnik mozganskega izvora (brain derived neurotrophic factor)
BSA — goveji serumski albumin (bovine serum albumin)

Ci — specifi¢na aktivnost izotopa

COMT - katehol-O-metiltransferaza (catechol-O-methyltransferase)
CPM - stevilo ionizirajo¢ih dogodkov na minuto (count per minute)
CTNF — ciliarni nevrotrofi¢ni faktor (ciliary neurotrophic factor)

CZS — centralni ali osrednji Zivéni sistem

D22 — decinij 22

DAO — diamin oksidaza

DAT — prenaSalec za dopamine (dopamine active transporter)
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DOPAC - dihidroksifenil ocetna kislina (dihydroxyphenylacetic acid)

DPM - §tevilo B-razpadov radioaktivnega izotopa na minuto (disintegration decay per
minute)

EF — ucinkovitost detektorja (efficacy)
FBS — fetalni goveji serum (Fetal bovine serum)

GABA — y-aminomaslena kislina ali gama-aminomaslena kislina (gamma-aminobutyric
acid)

GFAP — glijalna fibrilarna kisla beljakovina (glial fibrillary acidic protein)
GLUT - prenasalne beljakovine za glukozo (glucose transporter)
H(1-4)R — histaminski receptor 1, 2, 3 ali 4

HEB — krvno-moZzganska pregrada ali hemato-encefalna bariera
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HEPES — 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etan sulfonska kislina
HNMT - (histaminska) N-metil transferaza
HVA — homovanilinska kislina (homovanillic acid)

ICso— polovi¢na inhibitorna koncentracija (half maximal inhibitory concentration) oz.
koncentracija inhibitorja, ki zmanjSa prenos histamina za 50%.

IFN-g — interferon g

IL-6 — interlevkin 6

K. — Michaelis-Mentenova konstanta

L-DOPA — L-dihidroksifenilalanin

LPS — lipopolisaharid

MAO-B — monoaminska oksidaza B

MAP; — mikrotubularni protein (microtubule-associated protein)
NET — prenaSalec za noradrenalin (norepinephrine transporter)
NGF — zZiveni rastni dejavnik (nerve growth factor)

NT-3 — nevrotrofin 3

OCT — prenaSalec za organske katione (organic cation transporter)

PMAT — membranski prenasalec za monoamine (plasma membrane monoamine
transporter)

R’ — determinacijski koeficient (coefficient of determination or r squared)
ROS - reaktivne kisikove spojine (reactive oxygen species)

[S] — koncentracija substrata

SERT — prenasalec za serotonin (serotonin transporter)

SLC — skupina prenasalnih beljakovin za topljence (solute carrier group of membrane
transport proteins)

TNF-a — tumor nekrozni faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)
v — hitrost privzema histamina
Vmax — maksimalna hitrost

VMAT-2 — vezikularni prenasalec za monoamine 2 (vesicular monoamine transporter 2)
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UvOD

1. Celice osrednjega Zivénega sistema

V grobem centralni Zivéni sistem (CZS) gradita 2 tipa celic: Zivéne celice ali nevroni in
celice glije. Stevilo nevronov v &loveskih moZganih je ocenjeno na priblizno 100 miljard,

celic glije pa naj bi bilo kar 10-krat vec [1].
1.1 Zivéne celice

Zivci so edine celice v telesu, ki so sposobne prenosa Zivénega signala. Vegina celiénih
organelov se nahaja v telesu ali somi nevrona, kjer poteka sinteza proteinov. Nevrit ali
akson je celi¢na struktura, ki je lastna le Zivénim celicam in je specializirana za prenos
informacije v zivénem sistemu [2]. Aksoni so lahko dolgi nekaj mikrometrov, pa tudi vec¢
kot meter. Prav tako se razlikujejo glede na debelino aksona, kar se odraza pri hitrosti
prenosa signala. Debelejsi kot je akson, hitreje potuje elektricni signal do kon¢nega dela,
presinapti¢nega koncica. Na tem mestu poteka komunikacija s sosednjo Zivéno celico,
natancneje z njenim telesom ali z dendriti. Izraz dendrit izhaja iz grSke besede za drevo, ki
tudi najbolje izraza obliko teh krajSih razvejanih izrastkov. Glede na razvejanost dendritov
nevrone uvri¢amo v dve skupini: piramidalne in zvezdaste nevrone. Zivéne celice lahko
delimo tudi glede na Stevilo nevritov (unipolarni, bipolarni in multipolarni nevroni), glede
na njihovo povezovanje s celicami (primarni senzori¢ni, motori¢ni nevroni in internevroni)
ali glede na kemijsko sestavo nevrotransmiterja, ki ga izrazajo (holinergi¢ni,

kateholaminergi¢ni, serotonergi¢ni...) [1].
1.2 Celice glije

Nevroglijo CZS tvorijo astrociti, oligodendrociti, celice NG-2 in celice mikroglije.
Oligodendrociti ustvarjajo mielinski ovoj aksonov in podobno kot Schwannove celice v
perifernem Zivéevju omogo&ajo hitrejsi prenos informacij v CZS [3]. Priblizno 20% celic
glije predstavlja mikroglija, ki sodeluje v imunskem odgovoru [4]. Nedavno odkriti nov tip
celic glije, NG-2, pa je celo sposoben sprozanja akcijskih potencialov [5] [6]. Za prenos in

obdelovanje informacij v mozganih tako tesno sodeluje ve¢ celi¢nih tipov, ne le nevroni.



1.2.1 Zgodovina raziskovanja nevroglije

Nevroglijo kot povezovalno tkivo je v sredini 19. stoletja prvi opredelil nemski patolog
Rudolf Virchow [7], Otto Deiters pa je nekaj let zatem prvi opisal zvezdaste celice glije
[8]. Slednje je leta 1891 Michael von Lenhossek preimenoval v astrocite [9]. Astrocite sta
glede na mesto nahajanja Rudolf Albert von Kolliker and William Lloyd Andriezen
razdelila v dve podskupini: protoplazmatske (najdemo jih v mozganski sivini) in fibrozne
astrocite (so del mozganske beline) [10] [11]. Ceprav je razvoj tehnik barvanja [12] mo&no
olajSal opazovanje celic zivénega sistema, je do odkritja oligodendrocitov in celic
mikroglije minilo Se ve¢ desetletij [13] [14]. Vecino 20. stoletja so celicam glije pripisovali
zgolj funkcijo podpornega tkiva. V zadnjih treh desetletjih pa opazamo nekakSen preporod
na podro¢ju njihovega raziskovanja z vrsto novih odkritij, ki tem celicam pripisujejo

vedno ve¢ funkcij.

2. Astrociti

Astrociti so najstevilénejsi predstavnik nevroglije. Celice so zvezdasto oblikovane in so,
tako kot nevroni, ektodermalnega izvora. Za razliko od slednjih niso elektricno vzdrazni,
ampak na drazljaje odgovarjajo s spreminjanjem znotrajceli¢ne aktivnosti kalcija. Astrociti
med seboj komunicirajo preko presledkovnih stikov in s prenosom kalcijevih (Ca>") ionov.
Ti signali se odvijajo s ¢asovno konstanto, ki je vsaj dva velikostna razreda pocasnejsa kot
pri nevronih [15]. Komunikacija med astrociti in nevroni poteka preko nevrotransmiterjev,
saj astrociti na svojih membranah lahko izrazajo skoraj vse do sedaj znane receptorje za
nevrotransmiterje [16] [17] [18] [19] [20] [21]. Prav tako pa tudi sami izloCajo signalne
molekule, ki jih v tem primeru namesto zivéni prenasalci (nevrotransmiterji) poimenujemo
glijalni prenesalci (glijatransmiterji). V citoskeletu astrocita najdemo glijalno fibrilarno
kislo beljakovino (angl. glial fibrillary acidic protein, GFAP), znacilno le za to vrsto celic.
To nam omogofa, da s pomocjo oznacenih protiteles proti GFAP astrocite
imunocitokemi¢no zaznamo [22]. Omeniti je potrebno, da so cloveski astrociti vedji,

strukturno bolj kompleksni in raznoliki kot astrociti glodalcev.
2.1 Vloga astrocitov v razvoju mozganov

V razvojnem obdobju mozganov predhodnik protoplazmatskih astrocitov — radialna glija

usmerja rastoce zivéne celice (nevroblast) do njihovega tarénega mesta. Poleg tega tvori in



spros¢a velike koli€ine rastnih dejavnikov, kot so Ziveni rastni dejavnik (angl. nerve
growth factor, NGF), nevrotrofi¢ni dejavnik mozganskega izvora (angl. brain derived
neurotrophic factor, BDNF) in nevrotrofin 3 (NT-3) [23]. Vedno ve¢ dokazov tudi
potrjuje, da astrociti s sproS¢anjem trombospondina, pomembno pripomorejo k tvorbi
sinaps [24]. Z zorenjem moZganov se potreba po rastnih dejavnikih zmanjSuje in
posledic¢no zreli astrociti izgubijo sposobnost izrazanja le-teh [25].

V odraslem obdobju so med pomembnejSimi nalogami astrocitov zascita nevronov z
zagotavljanjem stalnega mikrookolja (homeostaze), aktivno sodelovanje v tridelni sinapsi,
urejanje sinaptine aktivnosti nevronov, metabolicna preskrba nevronov in urejanje
pretoka krvi. Poleg fizioloskih vlog so astrociti lahko vpleteni tudi v razvoj patoloskih

procesov v mozganih (Alzheimerjeva bolezen, neoplazme) [26].

2.2 Vloga astrocitov v energijskem metabolizmu moZzganov, hemato-encefalni

barieri in pretoku krvi v mozgane

Astrociti so anatomsko umesceni med krvne zile in nevrone, kar jim omogoca, da glede na
sinapti¢no aktivnost (ali potrebe) nevronov regulirajo pretok krvi v mozgane [27]. V ta
namen astrociti proizvajajo in sproscajo Stevilne vaskularne mediatorje: prostaglandine,
dusikov oksid in arahidonsko kislino, ki lahko povecajo ali zmanjSajo premer zil [28].

Pri nizjih Zivalskih vrstah astrociti tudi sotvorijo hemato-encefalno bariero (HEB), pri
vi§jih pa je ta sestavljena iz tesnih stikov kapilarnih endotelnih celic, ki jih obdajajo
podociti ali nozice astrocitov. Slednji naj bi imeli po nekaterih Studijah tudi zmoZnost
induciranja lastnosti HEB [29].

Glukoza in druge hranilne snovi iz krvi najprej vstopajo v astrocite, od koder se dalje
preporazporedijo po posameznih fragmentih mozganovine. Glukoza vstopa v mozganske
celice s pospeSeno difuzijo preko glukoznih prenasalnih beljakovin (GLUT 1-5). V
astrocite se prenaSa preko GLUT 1. Skoraj polovica vse glukoze, ki vstopi v astrocit, se
vgradi v glikogen. Zaloga glikogena v astrocitih je v primerjavi z miSi¢no zalogo precej
pi¢la (10-krat manj$a), a predstavlja edini vir shranjene energije v CZS in je zato, e
posebej v patoloskih (hipoglikemi¢nih) razmerah, izrednega pomena [30]. Vsebnost
glikogena in glukoze v astrocitih se pod vplivom nevrotransmiterjev, kot so glutamat,
noradrenalin in adrenalin, lahko spreminja [31]. Zgodovinsko je veljala glukoza za glavni
vir energije za nevrone. Nekatere raziskave pa so pokazale, da je morda izkljuéni vir

energije za nevrone laktat, ki ga izlo¢ajo astrociti [32]. V takoimenovani glukozno-laktatni



poti astrociti privzemajo glukozo iz krvi, jo presnovijo v laktat in ga posredujejo
nevronom. Prenos laktata poteka preko mono-karboksilatnih prenasalcev, ki se nahajajo na

plazmalemi astrocitov in nevronov [33].
2.3 Tridelna sinapsa

Astrocit razvije 5-10 glavnih vej, iz katerih se razvije tiso¢e manjsih izrastkov, ki celici
omogocajo stik s Stevilnimi dendriti nevronov in sinapsami. V hipokampusu in moZzganski
skorji naj bi en astrocit ovijal vsaj 100 tiso¢ sinaps. Ta odkritja so botrovala k nastanku
teorije o tridelni sinapsi, sestavljeni iz presinapti¢nega in postsinaptiénega nevrona ter
perisinapti¢nega astrocita [34]. Vlogi perisinapti€nega astrocita sta ohranjanje stalnega
okolja v sinapti¢ni Spranji in aktivho sodelovanje pri sinaptiénem prenosu podatkov.
Pri sinapticnem prenosu se iz presinaptiénega nevrona sprosti visoka koncentracija
navrotransmiterja in ionov (predvsem kalijevih, K"). Oboji bi ob predolgem zadrzevanju v
sinapti¢nem prostoru vodili v ekscitotoksi¢ne poskodbe zivCevja, zato jih je potrebno v
ustreznem ¢asu odstraniti. Astrociti na svoji membrani izraZajo Stevilne prenasalce, med
drugim Na'/K' &rpalko, akvaporin 4, ionske kanal¢ke, Na'/H™ ionski izmenjevalec,
Na'/HCOs™ ionski izmenjevalec, recepterje in prenasalne proteine za nevrotransmiterje ter
druge molekule, s katerimi perisinapti¢ni astrocit zagotavlja homeostazo ionov, pH in
nevrotransmiterjev [35] [36]. Odkritje, da perisinapti¢ni astrocit zazna nevronsko aktivnost
in se nanjo odzove s sproscanjem kemicnih prenasalcev (glijatransmiterjev), je sprozilo
revolucijo na podrocju nevroznanosti. Pri prenosu in obdelavi informacij v zivénem
sistemu torej ne sodeluje zgolj nevronska, temve¢ nevronsko — glijalna mreza [37].
FizioloSka potreba po astrocitni signalizaciji in nacin njenega delovanja zaenkrat ostajata
Se dokaj neopredeljena. Znano pa je, da ob povecani nevronski aktivnosti pride do
vzdrazenja astrocita, ki se odzove s poviSanjem aktivnosti znotrajceli¢nega kalcija.
Prehodna sprememba aktivnosti kalcija spodbudi Stevilne procese, med drugim tudi
sproscanje kemicnih prenasalcev v sinaptiCno Spranjo. Kemicni prenasalci, ki se v
astrocitih sintetizirajo in shranjujejo v mesickih, se izlo¢ajo s procesom eksocitoze. Po
sprostitvi se glijatransmitor lahko veze na receptorsko mesto na postsinapticnem ali
presinaptiénem nevronu. V slednjem primeru ureja sproS€anje nevrotransmitorja iz
presinapti¢nega koncica [38]. Nevroaktivne snovi, ki jih astrocit lahko sprosca so

glutamat, D-serin, ATP, adenozin, GABA, TNF-q, prostaglandini in drugi proteini ter



peptidi [39] [40]. Ker astrociti nadzorujejo zunajcelicno koncentracijo adenozina, so

kljuéni €len pri urejanju cikla spanja [41].

2.4 Reaktivna glioza

Ekscitotoksi¢nost, motnje v homeostazi Ca>", nastajanje prostih radikalov, disfunkcija
mitohondrijev, vnetje, apoptoza in drugi Skodljivi procesi v Zivénem sistemu vodijo v
nastanek reaktivnih astrocitov. Pojem reaktivne glioze zajema vse molekularne, celi¢ne in
funkcionalne spremembe astrocita, ki se pojavijo kot odgovor na poskodbe ali bolezni
CZS. Mo¢ odgovora se spreminja glede na stopnjo poskodbe (izrazanje molekul,
napredujoca hipertrofija, pri hujsih pa proliferacija in tvorba brazgotine) in ima za sosednje
celice lahko pozitivne ali negativne ucinke [15]. Reaktivno gliozo sprozijo in urejajo
razlicne signalne molekule, kot so rastni dejavniki in citokini (IL-6, CTNF, TGF- a, IFN-
g), mediatorji naravne odpornosti (lipopolisaharid - LPS), nevrotransmiterji (glutamat,
noradrenalin), purini (ATP), reaktivne kisikove spojine (ROS, vkljuéno z duSikovim
oksidom — NO), regulatorji celicne proliferacije (endotelin-1) ter snovi, ki so povezane z
nevrodegenerativnimi procesi (B amiloid) in metabolno toksi¢nostjo (amonijev ion NH*")

[42].
3. Sinapsa

Angleski fiziolog Charles Sherrington je konec 19. stoletja mesto, kjer prihaja do prenosa
podatkov z ene zivéne celice na drugo, poimenoval sinapsa. Ta prenos lahko poteka
elektricno ali kemijsko. Pri elektri¢ni sinapsi, ki je pogostejSa pri nizje razvitih Zivalskih
vrstah, akcijski potencial pripotuje po aksonu in se prenese na sosednji nevron preko
presledkovnega stika. Tak nacin predajanja informacije je izjemno hiter in lahko poteka v
obe strani. Pri sesalcih gre praviloma za kemijsko sinapso, z izjemo dolo¢enih manjsih
specializiranih regij, kjer morajo celice delovati Se posebej sinhrono. Pri kemijski sinapsi
sta zivéni celici oddaljeni druga od druge za 20 — 50 nm; to mesto imenujemo sinapti¢na
Spranja. Sestavlja jo ekstracelularni fibrozni protein, ki preprecuje, da bi se celici bolj
oddaljili. Presinapti¢na stran, ponavadi je to zivéni konci¢, hrani sinapticne vezikle in
vecje, sekretorne granule. Ob prihodu akcijskega potenciala, depolarizacija membrane
povzro¢i odprtje napetostno odvisnih kalcijevih kanalckov. Povecana znotrajcelicna
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koncentracija Ca” je impulz za spajanje sinapti¢nih veziklov z membrano koncica in



sprostitev nevrotransmiterjev v sinapti¢no Spranjo. Ti potujejo do postsinapti¢ne strani —

membrane dendrita ali telesa nevrona, kjer se veZejo na specificni receptor (Slika 1).
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Slika 1 Prenos signala preko kemijske sinapse.
Prirejeno po [43] .

Ceprav obstaja ve¢ sto razli¢nih receptorjev, jih lahko razvrstimo v dva tipa: transmitrsko
odvisni ionski kanali in receptorji, sklopljeni s proteinom G. Odgovor postsinapti¢ne celice
je hitrejsi pri receptorjih tipa ionskih kanalov. V tem primeru nevrotransmiter (aminski ali
aminokislinski) sproZi odprtje ionskega kanala in omogo¢i vstop Na' ali CI” ionom. Pri
vstopu prvih pride do depolarizacije membrane in do ekscitatornega postsinapticnega
potenciala, pri vstopu drugih pa do hiperpolarizacije membrane in inhibitornega
postsinapti¢énega potenciala. Vezava nevrotransmiterja na receptor, sklopljen s proteinom
G, navadno v postsinapticni celici sprozi procese, ki so pocasnejsi, daljSe delujoci in bolj
raznoliki. V prvi fazi se aktivira protein G, ki nadalje a) odpre ionske kanale ali b) aktivira
encime za sintezo sekundarnih prenasalcev. Tudi ti lahko kasneje urejajo prepustnost
ionskih kanalov ali pa vplivajo na celi¢ni metabolizem. Zaradi slednjega jih velikokrat
poimenujemo tudi metabotropni receptorji. Delovanje obeh receptorskih tipov je prikazano
na Sliki 2. Receptorjev ne najdemo samo na postsinapticnem nevronu, temve¢ tudi na
presinaptiénem. Vezava nevrotransmiterja na tako imenovane avtoreceptorje zaustavi
nadaljnje sproScanje Zivénih prenaSalcev in v nekaterih primerih sprozi njihovo ponovno
sintezo [1] [2].

Po uspeSnem sinapticnem prenosu podatkov ima presezek nevrotransmiterja lahko

Skodljive ucinke, zato ga je potrebno odstraniti. To se doseze z difundiranjem



nevrotransmiterja v okolje izven sinapse, s ponovnim privzemom v presinapticni nevron
ali celice glije in z encimsko razgradnjo nevrotransmiterja v sinapticnem prostoru [1].
Nepravilnosti na nivoju sinapse so glavni razlog za razvoj nevroloskih in dusevnih bolezni,

pa tudi glavno mesto prijemaliS¢ za zdravljenje le-teh [44].

(A) Transmitrsko odvisni ionski kanali (B) Receptorji, sklopljeni s proteinom G
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Slika 2 Nastajanje ekscitatornega ali inhibitornega postsinapticnega potenciala preko vezave
nevrotranmiterja na ionotropni (A) in metabotropni (B) receptor.
Prirejeno po [45].

4. Zivéni prenasalci
Da neka molekula velja za nevrotransmiter, mora izpolnjevati naslednje pogoje:

sintetizirati in shranjevati se mora v presinapti¢cnem nevronu,
ob stimulaciji presinapti¢nega nevrona se mora sprostiti v sinapticni prostor,

povzrociti mora specifi¢en odgovor postsinapti¢nega nevrona,

W bdb =

ne sme prehajati hemato-encefalne bariere.

V zacetku 20. stoletja je bila odkrita prva molekula, ki je izpolnjevala zgornje pogoje, in
sicer acetilholin. Sledili so ji noradrenalin, dopamin, adrenalin, histamin, serotonin, glicin,
glutamat, aspartat, GABA, ATP in drugi [44]. Vecino danes znanih nevrotransmiterjev
lahko uvrstimo v eno izmed treh kemijskih skupin: aminokisline, amini in peptidi. Peptidni
prenasalci so vecje molekule in se shranjujejo ter sproscajo iz sekretornih granul.
Velikokrat se nahajajo v Zivénem koncicu, ki hkrati hrani tudi nek drug aminski ali
aminokislinski nevrotransmiter. Peptidni prenasalec se iz sekretornih granul sprosca

v . . . . . . .y 2+
pocasneje in samo pod vplivom izredno visokega porasta znotrajcelicnega Ca



NajhitrejSega sinapticnega prenosa so sposobni aminokislinski prenasalci: glicin, glutamat
in GABA [1]. Med aminske prenaSalce uvrS¢amo acetilholin, serotonin, adrenalin,

noradrenalin, dopamin in histamin.
4.1 Histamin

Spojino 2-(4-imidazolil)etilamin najdemo prakticno v vseh cloveskih tkivih, odkoder
izvira tudi njeno poimenovanje: histamin — »tkivni amin«. Prisotnost histamina v
cloveskem telesu je pred priblizno stoletjem odkrila skupina raziskovalcev Sir-a Henry-ja

Dale-a [46].

N
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Slika 3 Kemijska struktura histamina.

Izven CZS histamin nastaja in se skladi§¢i v citoplazemskih granulah mastocitov,
bazofilcev in enterokromatofinih celicah, kjer deluje kot hormon. Ima sledece lokalne
ucinke: opravlja vlogo kemi¢nega mediatorja pri vnetjih in imunskih reakcijah, nadzira
izloCanje Zelod¢ne kisline, povzroca razsirjanje kapilar in vpliva na kréenje gladkih miSic v

bronhijih, spodnjem delu tankega ¢revesja in maternici [47].

4.1.1 Vloga v CZS

Telesa histaminergi¢nih nevronov se nahajajo v tuberomamilarnem jedru posteriornega
hipotalamusa, njihove projekcije pa segajo po celotnem CZS (Slika 4) [48] [49]. V
razvojnem obdobju mozganov, naj bi imel histamin predvsem vlogo nevromodulatorja. V
odraslem obdobju je kot nevrotransmiter vpleten v Stevilne fizioloske funkcije: urejanje
cikla spanje-budnost, vnos tekocCine, regulacija apetita, odgovor na stres, motorika,
nocicepcija, termoregulacija, in visje funkcije kot so vedenje, pomnenje in prostorsko
gibanje. Histaminergi¢ni nevroni se $irijo tudi v hipotalamus, kjer vplivajo na spros¢anje
in funkcijo hipotalamusnih peptidov in hormonov. Tako sodelujejo tudi pri uravnavanju
endokrinih funkcij [47].

Vezava histamina na celice glije naj bi spodbudila odstranjevanje nevrotransmiterjev iz
sinapticne Spranje ter vplivala na spremembo energetskega metabolizma v mozganih

(indukcija glikogenolize), elektrolitskega ravnovesja in prevodnosti HEB [50] [51]. Vedno



ve¢ dokazov potrjuje vpletenost histamina pri razvoju Stevilnih patoloSkih stanj (npr.
motnje spanja, motnje prehranjevanja, shizofrenija, epilepsija, depresija, Alzheimerjeva in
Parkinsonova bolezen), vendar pa zaenkrat nobenega izmed njih ne moremo povezati

izklju¢no z nepravilnim delovanjem histaminergi¢nega sistema [52].

mozganska skorja

pot do hipokampusa
in amigdale
pot do

striatuma pot do talamusa

pot do hipofize
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hipotalamusa

pot do mezencefalona
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hrbtenjaca

hrbtenjaca

Slika 4 Prikaz histaminergicnega sistema v ¢loveskih mozZganih.
Prirejeno po [53].

4.1.2 Histaminski receptorji

Do sedaj so znani S§tirje histaminski receptorji, poimenovani po vrstem redu odkrivanja.
Receptorji H1, H2 in H3 se $iroko izraZajo na celicah CZS (na nevronih, celicah glije in
celicah krvnih zil), medtem ko se nedavno odkriti H4 receptor nahaja bolj na perifernih
celicah. Vsi receptorji so sklopljeni s proteinom G in jih sestavlja sedem
transmembranskih domen [47]. Vloge histamiskih receptorjev so na kratko predstavljene v
Preglednici 1.
e HIR

HI1 receptor je Siroko razSirjen po celotnem organizmu. Zanimivo je, da je gostota
izrazanja receptorja v CZS najveéja na celicah glije in celicah krvnih Zil in ne na Zivénih
celicah. Histamin lahko preko H1R vzdraZi nevrone v vecini mozganskih regij, vklju¢no z
mozganskem deblom, hipotalamusom, talamusom, amigdalo, septumom, hipokampusom
in mozgansko skorjo [54]. Klasi¢ni antihistaminiki delujejo na receptor kot inverzni
agonisti, ki stabilizirajo neaktivno obliko receptorja in imajo za posledico sedativne u¢inke

[55]. Podobno deluje vec€ina antidepresivov in antipsihotikov, ki jih danes uporabljamo.



e H2R
Razporeditev H2 receptorjev v mozganih je v primerjavi s HI receptorji bolj skladna s
projekcijami histaminergi¢nih nevronov, iz Cesar lahko sklepamo, da poteka preko H2
receptorja vecji del sinaptiCnega sporocanja s histaminom. GostejSe izrazanje H2
receptorja tako najdemo v bazalnih ganglijih, amigdali, hipokampusu in moZzganski skorji
[56]. Odstotnost histamina zmanjsa izrazanje H2R, kar pa ne velja za izrazanje HIR [57].
H2 antagonisti¢no delovanje imajo nekateri antidepresivi [58].

* H3R
H3 receptorji so avtoreceptorji, ki uravnavajo sintezo in sproscanje histamina [59]. Prisotni
so na presinapticnih nevronih in kot heteroreceptorji lahko uravnavajo spros¢anje tudi
drugih nevrotransmiterjev: biogenih aminov, acetilholina, glutamata, GABA-e in
nevropeptidov [47]. Najve¢ H3 receptorjev najdemo v prednjem reznju mozganske skorje,
hipokampusu, amigdali, striatumu, malih mozganih, ¢rni substanci in mozganskem deblu
[60]. Na H3R se veZe atipi¢ni nevroleptik klozapin [61].

* H4R
Vloga H4 receptorja Se ni pojasnjena, verjetno pa ima stimulacija receptorja pomemben
vpliv pri regulaciji vnetja in kemotaksi [62]. V ve¢ji meri ga najdemo na krvnih celicah,

vranici, pljuéih, jetrih in prebavilih, znotraj CZS pa v mozganski skorji in malih moZganih

[63]. 4-metilhistamin je selektivni agonist na H4 receptor [64].

Preglednica 1 Funkcionalne lastnosti histaminskih receptorjev v CZS.

Prirejeno po [47].

LASTNOST HIR H2R H3R H4R
Celi¢na funkcija Postsinapti¢na Postsinapti¢na Presinapti¢no Sproscanje vnetnih
vzdraznost in vzdraznost in sproScanje faktorjev,
plasti¢nost. plasti¢nost. nevrotransmiterjev | kemotaksa.
in plastinost.
Sistemska funkcija | Stanje budnosti. Ucenje. Visje mozganske Modlacija
Delovni spomin. Spomin. funkcije imunskega odziva.
Ritem (zaznavanje,
prehranjevanja. Cutenje, ucenje,
Enrgijski spomin).
metabolizem. VzdrZzevanje
Nadzor endokrinih hemato-encefalne
funkcij. bariere
Patofiziologija Motnje spanja, Shizofrenija. Motnje spanja, Avtoimune bolezni
razpoloZenja, Bolecina. razpolozenja, ?
spomina, spomina,
prehranjevanja, prehranjevanja,
zasvojenost, zasvojenost,
bolecina bolecina.
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4.1.3 Sinteza in inaktivacija histamina

Sinteza histamina poteka z oksidativno dekarboksilacijo aminokisline L-histidin v Zivénih
celicah. Reakcijo katalizira encim histidin-dekarboksilaza [65]. Koliina sintetiziranega
histamina je odvisna od razpolozljivosti prekurzorja v mozganih in je pod vplivom H3
receptorjev [59]. Histamin se shranjuje v telesu zivénih celic in Se pogosteje v ziveénih
konci¢ih. V sinapticne vezikle se prenaSa preko energijsko odvisnega vezikularnega
monoaminskega prenasalca (VMAT-2) [66].

Inaktivacija histamina v CZS poteka z encimom histamin N-metil transferaza (HNMT) ob
prisotnosti donorja metilne skupine, S-adenozil metionina. Nastali N-metilhistamin se v
procesu oksidativne deaminacije z monoaminsko oksidazo (MAO-B) in oksidacije z
aldehidno dekarboksilazo pretvori do N-metilimidazol acetata [47]. Potek sinteze in

inaktivacije je podrobneje prikazan na Sliki 5.
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Slika 5 Shematski prikaz sinteze histamina v nevronu in njegove razgradnje v astrocitu.
Prirejeno po [53].
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V CZS najdemo encim HNMT v citosolu nevronov in celic glije ter v steni krvnih Zil, ne

pa v ekstracelularnem prostoru. Za inaktivacijo histamina je torej potreben prehod

nevrotransmiterja v celico. Pri fiziolosSkem pH se histamin nahaja v ravnotezni zmesi

tavtomernih oblik. Monokation predstavlja 96%, dikation 3%, neprotonirana oblika pa

izredno majhen delez celotnega histamina [67]. BioloSko aktivni molekuli sta torej

protonirani in ne moreta prosto prehajati celiche membrane, temvec za to potrebujeta

ustrezen prenasalec.

V perifernih tkivih poteka razgradnja histamina predvsem z zunajceli¢no diamin oksidazo

(DAO), ki histamin neposredno pretvori v imidazol ocetno kislino. V CZS zaradi

zanemarljivo majhnega izrazanja encima DAO reakcija ne poteka [47].

4.2 Dopamin

Dopamin ali

HO

OH

NH,

Slika 6 Kemijska formula dopamina.

3,4-dihidroksfenetilamin je koli¢insko prevladujoc

kateholaminski

nevrotransmiter v CZS sesalcev. Poznane so Stiri dopaminergi¢ne poti v mozganih:

nigrostriatna, mezolimbi¢na, mezokortikalna in tuberoinfundibularna. Vloge posameznih

dopaminergic¢nih poti so povzete v Preglednici 2. Na perifieriji dopamin vpliva na sré¢no-

zilni sistem, sekrecijo hormonov, renalno funkcijo in motiliteto crevesja [68].

Preglednica 2 Dopaminergicne poti v mozganih: njihove fizioloske in patofizioloske vloge.

Prirejeno po [69].

POT Mezokortikalna Mezolimbi¢na Nigrostriatna Tuberoinfundibularna
VLOGA Nacrtovanje, Nagrajevanje, Integracija Uravnavanje hormona
presoja, motivacija. | motivacija. spoznav, prolaktina.
senzori¢no-
motori¢na
koordinacija,
iniciacija
gibanja.
PATOFIZIO- Razvoj psihoz (tudi shizofrenija), | Parkinsonova Motnje v delovanju spolnih
LOGIJA razvqj odvisnosti od psihoaktivnih | bolezen, organov, osteoporoza.
SnoVvl. Tourettov
sindrom.
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Sinteza dopamina poteka iz aminokisline L-tirozin, ki se z encimom tirozin-hidroksilazo
najprej pretvori v L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA). V nadaljevanju L-DOPA vstopi v
reakcijo, ki jo katalizira L-aromati¢na aminokislinska dekarboksilaza (angl. L-aromatic
amino acid decarboxylase, AADC) in vodi v nastanek dopamina [70].

Primarni mehanizem odstranjevanja dopamina iz sinapti¢nega prostora poteka s ponovnim
privzemom nevrotransmiterja preko dopaminskega aktivnega prenasalca (angl. dopamine
active transporter, DAT), manjsi delez pa z razgradnjo dopamina v sinapti¢nem prostoru.
Glavna metabolita dopamina v CZS sta homovanilinska kislina (angl. homovanillic acid,
HVA) in dihidroksifenil ocetna kislina (angl. dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC). V
manjS$i meri se lahko dopamin razgradi tudi v 3-metoksitiramin (3-MT). Pretvorbo
dopamina v DOPAC katalizira encim MAO in lahko poteka tako v citoplazmi nevrona kot
v sinaptiénem prostoru. Po drugi strani pa je zaradi odsotnosti encima katehol-O-
metiltransferaze (angl. catechol-O-methyltransferase, COMT) v intracelularnem prostoru,
metabolizem dopamina v HVA mozen le v sinapticnem prostoru [70]. Pri podganah vecina

razgradnje dopamina poteka z nastankom DOPAC, pri ¢loveku pa z nastankom HVA [71].
5. Prenasalne beljakovine

PrenaSalne beljakovine se nahajajo v membrani vsake celice in skrbijo za prehod tistih
molekul, ki na primer zaradi naboja ali velikosti ne morejo prehajati membrane s pomocjo
navadne difuzije in so za celico nujno potrebne (glukoza, aminokisline, nukleotidi,
vitamini, ioni itd.). Transport preko membranskega prenasalca za razliko od navadne
difuzije ne poteka linearno. PrenaSalci lahko substrat prenasajo v smeri koncentracijskega
gradienta (olajSana difuzija) in v nasprotni smeri (primarni in sekundarni aktivni
transport). V slednjem primeru je transport energetsko odvisen in poteka s hidrolizo ATP
molekul ali indirektno, z izkorii¢anjem elektrokemijskega gradienta [72]. V CZS so
membranski prenaSalci odgovorni tudi za prehod nevrotransmiterjev iz zunajcelicnega
prostora v nevrone ali celice glije. Tako igrajo klju¢no vlogo pri vzdrZzevanju homeostaze
nevrotransmiterja v sinapti¢em prostoru in regulaciji sinapti€énega prenosa signala, zato so
danes tarca Sirokega spektra zdravil, ki se uporabljajo za zdravljenje bolezni, kot so
depresija, tesnoba, motnje koncentracije, hiperaktivno vedenje in epilepsija [73]. Prehod
nevrotransmiterja lahko poteka na dva nacina: preko visoko-afinitetnega, nizko-
kapacitetnega prenaSalnega sistema (privzem;) ali preko nizko-afinitetnega, visoko-

kapacitetnega prenasalnega sistema (privzemy) [74].
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5.1 Ze znane prenasalne beljakovine, ki bi lahko bile odgovorne za prenos

histamina v astrocite

Astrociti na svoji membrani izrazajo prenasalne beljakovine za Stevilne nevrotransmiterje,
med drugim tudi za histamin in dopamin [75]. Ve€ina jih sodi v skupino prenasalnih
beljakovin za topljence (angl. solute carrier, SLC). V skupino SLC sodi priblizno 350
absorptivnih prenasalcev, razvrSenih v 55 druZin, ki so odgovorni za prenos razli¢nih snovi

v celico s pomocjo olajsane difuzije ali sekundarnega aktivnega transporta [72].

5.1.1 Dopaminski prenasalec

DAT je visokoafinitetni transportni protein, specializiran za privzem dopamina v Zivéno
celico. Spada v skupino SLC6, za katere je znacilen sekundaren aktiven simport. Za eno
molekulo substrata se v citosol so-preneseta dva Na' in en C1” ion. Kot gonilo se izkoris¢a
elektrokemijski gradient, ki ga vzdrzuje Na'/K' &rpalka. DAT je zgrajen iz 620
aminokislin, ki so oblikovane v 12 transmembranskih domen. Domeni III in IV sta
povezani tudi preko ekstracelularne glikozilirane zanke [72]. Ob utiSanju gena za DAT se
privzem dopamina v CZS zmanj$a na stopnjo privzema s pomogjo difuzije, kar prikazuje
DAT kot glavni prenaSalec za odstranjevanje dopamina iz sinapti¢nega prostora [76]. Prav
tako predstavlja kljuéni mehanizem za zagotavljanje zadostnih zalog dopamina v
sinapti¢nih vezklih [77]. Nepravilno delovanje DAT je povezano s pojavom Parkinsonove
bolezni, Tourettovim sindromom, shizofrenijo, motnjami pozornosti in zasvojenostjo [78].
Ceprav so $tudije pokazale, da so astrociti sposobni visoko afinitetnega privzema
aminokislinskih nevrotransmiterjev in serotonina, pa zaenkrat niso uspele dokazati
prisotnosti DAT [79]. Za privzem dopamina v astrocite je zaenkrat znano zgolj, da se
privzema v od Na" odvisnem in Na" neodvisnem procesu in se po lastnostih razlikuje od

prenasalnega sistema na ziv¢nih celicah.

5.1.2 Organski kationski prenasalec 3

V skupino SLC22 uvrS¢amo tri organske kationske prenaSalce (angl. organic cation
transporter; OCT1, OCT2, OCT3), ki jih sestavlja 12 transmembranskih domen, velika
glikozilirana zunajceli¢na zanka, ki povezuje domeni I in II in znotrajcelicna zanka med
domenama VI in VII. Gre za dvosmerne, od Na" in Cl" neodvisne prenasalce, ki so Siroko

izrazeni po celotnem organizmu, predvsem v ledvicah, jetrih in placenti. V CZS jih
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najdemo tako na nevronih kot astrocitih. Med organske katione, ki predstavljajo substrat za
OCT, spadajo Stevilna zdravila, toksini in endogene snovi [80]. Sposobni so tudi
odstranjevanja dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina in histamina iz
sinapti¢nega prostora [81]. Ceprav OCT opravlja nizkoafinitetni, visokokapacitetni
transport (privzemy), kaze vecjo zmoznost prenaSanja histamina napram drugim biogenim
aminom [82]. Pomebno je omeniti, da je histamin substrat za podganji OCT2 in OCT3, ne
pa za OCT1 [83]. NajsirSo razporeditev v CZS ima OCT3, medtem ko je med vsemi tremi
najmanj OCT?2. Stevilne $tudije kaZejo na niZjo prisotnost [84] ali celo odsotnost [85] [86]
OCT?2 na astrocitih, vse pa zavracajo vpletenost OCT2 pri privzemu histamina [87]. Za
razliko od OCT2 je Yanai-jeva skupina potrdila prisotnost in pomembnejSo vlogo OCT3

pri privzemu histamina v ¢loveske astrocite [86].

5.1.3 Membranski prenasalec za monoamine

Novo odkriti membranski prenasalec za monoamine (angl. plasma membrane monoamine
transporter, PMAT) sodi v skupino SLC29. PMAT je 530 aminokislin dolg protein,
oblikovan v 10 — 12 transmembranskih domen. Gre za od Na' in Cl" neodvisen,
polispecifi¢en, nizko afinitetni, visoko kapacitetni (privzem,), obojestranski prenasalec.
Najdemo ga v mozganih, ledvicah in skeletnih miSicah. Odgovoren je za prenos dopamina
in serotonina ter v nekoliko manj$i meri tudi histamina, noradrenalina in adrenalina preko
celiéne membrane [88] [89]. Ceprav $tudije potrjujejo prisotnost PMAT na &loveskih
astrocitih [86] [88], pa dokaza, da PMAT gradi membrano podganjih astrocitov, $e ni.
Zanimivo je, da je Dahlinova skupina uspela dokazati razSirjenost PMAT na nevronih po
Stevilnih regijah misjih mozganov, ne pa na z GFAP oznacenih astrocitih [90]. Pri tem je
potrebno opozoriti na moznost, da se vseh astrocitov ne da zazaznati s protitelesi, ki se

vezejo na GFAP [91].
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NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Histamin je edini nevrotransmiter iz skupine biogenih aminov, ¢igar visokospecifi¢ni
prenasalec Se vedno ostaja neznan. Za zdravljenje Stevilnih mozganskih bolezni se danes
uporabljajo zdravila, ki selektivno ali manj selektivno zavirajo privzem
nevrotransmiterjev. Podobno bi lahko odkritje histaminskega prenaSalca prineslo novo
taréno mesto za razvoj zdravil in ucinkovitejSe zdravljenje bolezni, kot so Parkinsonova
bolezen, moZzganska kap in narkolepsija. Za razliko od ostalih monoaminov se le manjsi
delez histamina privzema v nevrone. Glavno mesto privzema in inaktivacije histamina naj
bi bili astrociti [92].

Da bi pripomogli k boljSemu razumevanju mehanizma odstranjevanja histamina iz
sinapti¢nega prostora, bomo preverili nekatere lastnosti njegovega prenosa preko
membrane. Glede na to, da v dolocenih bolezenskih stanjih lahko pride do povisanja
kislosti telesnih tekocCin, nas bo zanimal predvsem vpliv pH na prenos histamina. Vec€ina
raziskovalcev se posve€a zgolj prenosu histamina proti notranjosti celice, mi pa bomo
preverjali lastnosti dvosmernega prenosa, torej tudi spro§¢anje histamina iz astrocitov.

V eni izmed raziskav je prisotnost monoaminov zmanjS$ala privzem histamina v astrocite.
Pri tem je privzem histamina najbolj inhibiral dopamin [93]. V drugem delu magistrske
naloge bomo zato preverili morebiten vpliv nekaterih dopaminu podobnih snovi na
privzem in sproSc¢anje histamina iz astrocitov.

Pred kratkim je Yanaijeva skupina dokazala, da se vecina histamina v ¢loveske astrocite
prenasa preko PMAT, manjsi delez pa preko OCT3 [86]. Ker sta tako histamin kot
dopamin substrat za PMAT, bomo z omenjenim poskusom preverili tudi mozno vpletenost

PMAT pri prenosu histamina v podganje astrocite.

V magistrski nalogi bomo preverili naslednje hipoteze:

1. Prenos prek prenaSalca za nevrotransmiter je aktiven, dvosmeren proces.
2. Privzem nevrotransmiterja poteka optimalno v fizioloskih razmerah: pri telesni

temperaturi, ustrezni sestavi inkubacijskega medija, fizioloski vrednosti pH.

3. Histamin se lahko privzema preko membranskega prenaSalca za monoamine
(PMAT).
4. Dopamin je substrat za PMAT, zato bodo njemu podobne snovi zmanjsale

privzem histamina v astrocite.
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MATERIALI IN METODE

Vsi poskusi so bili izvedeni v laboratoriju InStituta za farmakologijo in eksperimentalno

toksikologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

1. Reagenti in oprema

Preglednica 3 Uporabljeni reagenti in oprema pri izolaciji kulture astrocitov.

Reagenti

Proizvajalec

Goveji serumski albumin (BSA)

Sigma, ZDA

Gentamicin

Gibco, Velika Britanija

Raztopino Leibovitz 15

Sigma, ZDA

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Gibco, Velika Britanija

L-glutamin

Gibco, Velika Britanija

Natrijev piruvat

Gibco, Velika Britanija

Fetalni goveji serum (FBS)

Lonza, ZDA

0.05% raztopino tripsin EDTA

Gibco, Velika Britanija

Citozin arabinozid

Sigma- Aldrich, ZDA

Oprema Proizvajalec

Inkubator New Brunswick Scientific, ZDA; Binder,
Nemcija

Plasti¢ne posode za gojenje celic s perforiranim | TPP, Svica

zamaSkom

Laboratorijski stresalnik

tehtnica Zelezniki, Slovenija

Laboratorijske igle

TIK d.o.0., Slovenija

Niteks membrane

ZBF, Svica

Brezprasna komora z laminarnim pretokom

zraka

Iskra, Slovenija

Namizna centrifugirka

Sigma 3K18, ZDA

Centrifugirke

TPP, Svica; Eppendorf, Avstrija
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Preglednica 4 Seznam uporabljenih reagentov in opreme pri izvajanju poskusov v
kulturah astrocitov.

Reagenti Proizvajalec

3H-histaminijev diklorid, 0,75 M, s specificno | Perkin-Elmer, ZDA

aktivnostjo 10,6 Ci/mmol

L-DOPA Aldrich, ZDA

Apomorfin Sandoz, Svica

HEPES Sigma, ZDA

NaCl Zorka Sabac

KCl Merck, Nemcija

KH,PO, Merck, Nemcija

MgSO;*7H,0 Sigma, ZDA

CaCl, Sigma, ZDA

Brezvodna D-(+)-Glukoza Merck, Nemcija

Oprema Proizvajalec

Tehtnica Sartorius, Nem¢ija

Mikrotitrske plos¢e z 12 razdelki TPP, Svica

Vortex Tehtnica Zelezniki, Slovenija
Pipete Eppendorf, Avstrija; Gilson, ZDA
Nastavke za pipete Eppendorf, Avstrija; Gilson, ZDA
Epruvete, viale Eppendorf, Avstrija

Hladilnik, zamrzovalnik Gorenje, Slovenija

Detekcijo radioaktivnega izotopa smo izvedli s scintilacijskim Stevecem (Perkin-Elmer) ob
uporabi scintilacijske tekocine Aquasol (zmes organskih topil, NEN, ZDA).

Za proteinsko analizo vzorcev smo uporabili Bio-Rad Protein Assay (raztopino fosforne
kisline in metanola) in Bio-Rad Protein Standard I (liofilizirani goveji plazemski gama
globulin). Obe sta proizvoda druzbe Bio-Rad iz Velike Britanije. Uporabljali smo
mikrotitrske ploSce s 96 razdelki in spektrofotometer (Tecan Group Ltd.) ter Ze omenjene

pipete, nastavke za pipete in epruvete.
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2. Poskusne zivali

Ker za preverjanje nasih hipotez ni ustreznega nezivalskega modela, smo kot vir tkiva
uporabili mozgane neonatalnih (3 dni starih) podgan vrste Rattus norvegicus seva Wistar
obeh spolov. Na izbiro Zivalske vrste so vplivali predvsem slede¢i razlogi: moznost
prenosa ugotovitev v humano medicino, primerjave z Ze objavljenimi Studijami in lahka
dostopnost. Za izvajanje poskusov na zivalih smo pridobili dovoljenje Veterinarske uprave
Republike Slovenije: 34401-1/2010/8. Uporabili smo ¢im manjSe mozno Stevilo zivalskih
vzorcev in poskrbeli za preprecevanje nepotrebnega trpljenja laboratorijskih zivali. Kot

najbolj primeren nacin evtanazije smo izbrali dekapitacijo.

3. Eksperimentalne metode

3.1 Izolacija in priprava kulture astrocitov

Dekapitacijo je opravil laboratorijski tehnik z dovoljenjem za evtanazijo zivali. Iz lobanje
smo nato pod aseptiCnimi pogoji previdno odstranili mozgane in jih potopili v
preparacijsko raztopino, ki je vsebovala Leibowitz L-15 z dodatkom 1mg/ml BSA in
25uM/ml gentamicina. Odstranili smo moZganske ovojnice, striatum, hipokampus,
talamus, hipotalamas, hipofizo in mozgansko deblo. Tkivo smo razdrobili izmeni¢no s 4-
minutnim centrifugiranjem pri 1200 obratih/min in s pomoc¢jo pipet ter injekcijskih igel
razlicnih debelin (0,9 pm 0,7 pm in 0,5 pum). Po mehanskem drobljenju z injekcijskimi
iglami smo suspenzijo celic prefiltrirali skozi sterilno Niteks membrano z velikostjo por 75
um. Filtrat smo Se zadnji¢ (Cetrti¢) centrifugirali, a odlitega supernatanta nismo zamenjali
z novo raztopino L-15, temve¢ s hranilnim medijem za gojenje celi¢nih kultur. Hranilni
medij je sestavljal Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) z visoko koncentracijo
glukoze z dodanim FBS (10% (V/V)), piruvatom (1 mM), L-glutaminom (2 mM) in
gentamicinom (25 pg/mL). Suspenzijo celic smo nekajkrat premesali s pipeto in jo
postavili v inkubator z atmosfero CO; 5%, zrak 95% in s konstantno temperaturo 37°C.
Hranilini medij smo zamenjali 2-krat tedensko.

Ko so celice postale konfluentne, smo jih preko noci izpostavili stresanju pri 200
obratih/min. Postopek smo ponovili Se 2-krat in vsako jutro zamenjali hranilni medij. S
tem smo kulturo ocistili obi¢ajno prisotnih celic mikroglije, ki se stene posode ne oprimejo

tako ucinkovito kot astrociti. Primarna kultura astrocitov je lahko kontaminirana tudi s
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fibroblasti. V ta namen smo kulturo “tripsinizirali”, jo presadili na novo gojisc¢e in 24 ur
gojili v prisotnosti citozin arabinozida, citostatika, ki onemogoci rast fibroblastom. Po 24
urah smo medij zamenjali s hranilnim in celice gojili do ponovne konfluentnosti. Spet smo
izvedli postopek 3-kratnega stresanja preko noci in celice presadili v gojilne posode z 12
vdolbinicami. Tako pripravljena kultura je sestavljena iz vsaj 90% astrocitov [94] in je bila

po nadaljnih treh tednih gojenja v inkubatorju pripravljena za izvedbo poskusa.

3.2 Priprava pufra za privzem

Pred pricetkom poskusov smo kulturi astrocitov odstranili medij DMEM in poskuse
izvajali s pomocjo pufra za privzem. Pripravili smo ga po standardni recepturi, ki je

prikazana v Preglednici 5.

Preglednica 5 Sestava pufra za privzem histamina

Substanca Koli¢ina Koncentracija
HEPES 5,958 g 25 mM

NaCl 7,306 g 125 mM

KClI 0,358 g 4,8 mM
KH,PO4 0,163 g 1,2 mM
MgSO, * TH,O 0,296 g 1,2 mM

CaCl, 1,009 g 1,7 mM
Glukoza 0,250 g 5,6 mM
bidestilirana H,O do 1000 ml

pH pufra za privzem smo uravnavali z 0,1N NaOH do vrednosti pH 6,6, 7,0 ali 7.,4.

3.3 Vpliv vrednosti pH inkubacijskega medija na privzem histamina

Astrocite v kulturi smo najprej dvakrat sprali s pufrom za privzem s sledeco sestavo: Pri
tem smo uporabili pufre za privzem s tremi razlicnimi vrednostmi pH: pH 6,6; pH 7,0 in
pH 7,4. Nato smo dodali radioaktivno oznagen histamin (*H-histamin) v koncentracijskem
obmocju 0,125 pM — 200 uM in vzorce v omenjenem pufru inkubirali optimalen cas za
privzem (20 minut) [23]. Po 20 minutah smo reakcijo prekinili tako, da smo plosée z
vzorci postavili na led in jih 4-krat sprali z mrzlim pufrom za privzem, v odsotnosti Ca>"
ionov (Ca*" povzro&i sprodéanje veziklov z nevrotransmiterjem — histaminom, ki so v
manj$i meri prisotni tudi na astrocitih, v zunajceli¢ni prostor). Celice smo nato lizirali z

dodatkom 300 pL 0,5 M NaOH in jih stresali 10 minut pri 200 obratih na minuto s
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stresalnikom. 1z vsake vdolbinice smo vzeli po 250 uL suspenzije celic, jih prestavili v
viale in dodali 1500 pL scintilacijske raztopine Aquasol. Viale smo postavili v
scintilacijski Stevec (ali B-Stevec), ki meri Stevilo B razpadov radioaktivnega izotopa na
casovno enoto. Preostanek vzorca (priblizno 50 pL) smo uporabili za izracun celokupne

vrednosti proteinov.

3.4 Vpliv vrednosti pH inkubacijskega medija na sprosc¢anje histamina

Astrocite v kulturi smo predinkubirali 30 minut pri 37°C v pufru za privzem. Pri tem smo
uporabili pufre za privzem s tremi razli¢nimi vrednostimi pH: pH 6,6; pH 7,0 in pH 7,4. Po
30 minutah smo dodali *H-histamin v koncentracijskem obmog&ju 0,125 pM — 200 uM in
inkubirali Se 20 minut pod enakimi pogoji. Vzorce smo nato 4-krat sprali s pufrom za
privzem, ki tokrat ni vseboval Ca*". Celice smo v omenjenem pufru, ogretem na 37°C,
inkubirali e 15 minut. Iz vsake vdolbinice smo vzeli po 500 puL vzorca, ga prestavili v
viale, dodali 1500 pL scintilacijske raztopine Aquasol in jih postavili v [B-Stevec.
Preostanek tekocine v plos¢icah smo zavrgli in v vsako vdolbinico dodali po 300 pL 0,5M
NaOH. Z liziranimi celicami smo v nadaljevanju ravnali enako kot z liziranimi celicami

pri ze opisanem postopku privzema histamina.

3.5 Privzem histamina ob prisotnosti dopaminergi¢nih u¢inkovin

Astrocite v kulturi smo najprej dvakrat sprali s pufrom za privzem s pH 7,4. Dodali smo
razlicne koncentracije levodope in apomorfina (po 60 pL, koncetracijsko obmocje
pripravljenih raztopin je bilo 0,01 — 100 mM) in vzorce v pufru za privzem inkubirali 20
minut pri 37°C. Nato smo v vsak vzorec dodali po 100 uL 0,75 pM raztopine *H-histamina
in ponovno inkubirali 20 minut. Plo§¢e smo po zakljuceni inkubaciji postavili na led, jih 4-
krat sprali pufrom za privzem brez Ca>" in celice lizirali z dodatkom 300 uL 0,5M NaOH.

Postopek je bil v nadaljevanju enak prejSnjim.
3.6 Sproscanje histamina ob prisotnosti dopaminergi¢nih u€inkovin

Astrocite v kulturi smo predinkubirali 30 minut pri 37°C v pufru za privzem s pH 7,4. Po

30 minutah smo dodali 100 pL 0,75 puM raztopine “H-histamina in inkubirali pod enaki

21



pogoji Se 20 minut. Po zakljuceni inkubaciji smo vzorce 4-krat sprali s pufrom za privzem
brez Ca®". Dodali smo levodopo in apomorfin v razli¢nih koncentracijah (10 - 10> M) in
celice inkubirali 15 minut v pufru za privzem, ogretem na 37°C, v odsotnosti Ca*" ionov.
Nato smo odvzeli po 500 pL vzorca, ga prestavili v viale, dodali 1500 uL scintilacijske
raztopine Aquasol in jih postavili v B-Stevec. Preostanek tekocine v plos¢icah smo zavrgli
in v vsako vdolbinico dodali po 300 pnL 0,5M NaOH. Postopek je bil v nadaljevanju enak

prej$njim.

3.7 Izracun koncentracije histamina v vzorcu

Koli¢ino privzetega ali sposcenega histamina smo dolocili tako, da smo s scintilacijskim
Stevecem izmerili aktivnost *H-histamina, ki ob razpadu oddaja B-sevanje. Raztopina
Aquasol, ki smo jo dodali vzorcem, je zmes aromatskih topil z dodatkom scintilatorjev.
Scintilator je snov, ki sprejme energijo nastalega visokoenergijskega delca (elektrona ali
pozitrona) pri B-razpadu in jo izrazi v obliki svetlobe. Svetlobni signal zazna scintilacijski
Stevec preko dveh fotopomnozevalk in ga pretvori v racunsko koli¢ino CPM (count per
minute) in/ali DPM (disintegration decay per minute — Stevilo B-razpadov radioaktivnega

izotopa na minuto).

DPM — CPM
" EF

V idealnih okolis¢inah vsak B-razpad povzroci svetlobni signal. Signali, ki ne dospejo do
obeh fotopomnozevalk, se smatrajo kot Sum ozadja. Vrednostim DPM smo zato odsteli
srednjo vrednost DPM slepega vzorca. S pomocjo sledece enacbe smo izracunali

koncentracijo *H-histamina v vzorcu.

DPMxmol

c(mol) = o

Ci (specifi¢na aktivnost izotopa) = 2,332 * 10'*
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3.8 Bradfordova metoda dolo¢anja celokupnih proteinov

Celokupno vrednost proteinov smo merili z namenom, da ugotovimo koli¢ino celic,
prisotnih v posameznem vzorcu. Metoda temelji na nekovalentni vezavi barvila Coomassie
Brilliant Blue G-250 na nepolarne dele proteina v kislih pogojih. Nastali kompleks protein-
barvilo okrepijo poleg van der Waalsovih tudi ionske vezi. Barvilo pri tem preide iz
kationske v anionsko obliko, kar opazimo kot spremembo barve iz rde€e v modro.
Maksimum absorbance modro obarvanega kompleksa je pri valovni dolzini 595 nm.
Koli¢ino nastalih kompleksov oziroma koncentracijo proteinov tako dolo¢imo iz porasta
absorbance vzorca pri omenjeni valovni dolzini. Kot pri drugih spektrofotometri¢nih
metodah je tudi pri Bradfordovi odnos med absorbanco in koncentracijo kompleksa
linearen v dokaj ozkem obmocju — med 0 pg/ml in 2000 pg/ml [95]. Vzorce je bilo zato
potrebno pred meritvijo ustrezno redciti.

Poskus smo izvajali v dveh paralelkah. 1z vsakega vzorca smo vzeli smo po 5 pL
premesane vsebine in jo prestavili v plos¢o s 96 predelki. V vsak predelek smo dodali 155
pL bidestilirane vode in 40 pL barvila BioRad. V isti plos¢i smo pripravili tudi slepi
vzorec in vzorce standardov, ki so vsebovali raztopine 0,5 uM, 1 uM, 1,6 uM, 2 uM, 4
puM, 6 uM in 10 pM BSA v bidestilirani vodi in 40 pL BioRad reagenta. Tako
pripravljenim vzorcem smo po 30 minutah izmerili vrednosti absorbance pri 595 nm z UV-
VIS spektrofotometrom. Odsteli smo jim povprec¢no vrednost slepega vzorca in jih prenesli
v racunalniSki program GraphPad Prism. Z znanimi koncentracijami standardov smo
narisali umeritveno krivuljo in s pomocjo linearne regresije odcitali koncentracije
proteinov v posameznih vzorcih. Ker smo za vsak vzorec izvedli dve meritvi, smo kot

kon¢no vsebnost proteinov upostevali srednjo vrednost obeh.

4. StatistiCna obdelava podatkov

Vsi poskusi so bili izvedeni najmanj v 3 paralelkah in v vsaj treh ponovitvah (torej je bilo
za vsako toCko opravljenih najmanj 9 meritev). Pri izraZanju rezultatov smo uporabili dva
podatka: vsebnost histamina, pridobljeno s pomocjo scintilacijskega Stevca, in vsebnost
proteinov, izmerjeno po Bradfordovi metodi. Rezultat smo prikazali kot vsebnost
privzetega ali spro$Cenega histamina v fmol/mg proteinov. Pri poskusih interakcije

privzema in spro$¢anja histamina z dopaminergi¢nimi ucinkovinami smo rezultate
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prikazali kot odstotek odstopanja od kontrolne vrednosti, ki oznaCuje prenos histamina
preko celicne membrane v odsotnosti dopaminergi¢ne u¢inkovine. Rezultate smo prikazali
kot aritmeti¢no sredino s standardno napako aritmeti¢ne sredine (angl. standard error of the
mean, SEM). Podatke smo analizirali s Studentovim t-testom za neodvisne vzorce ali z
enosmerno ANOVO, v primeru primerjave ve¢ skupin podatkov. Mejo za statisticno
znalilne razlike smo postavili pri p < 0,05. Za statisticno analizo smo uporabili program

GraphPad Prism 6.
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REZULTATI

1. Koncentracijska odvisnost prenosa histamina pri razli¢nih

vrednostih pH medija

Astrocite neonatalne podgane smo 20 minut inkubirali z razliénimi koncentracijami
histamina (0,125 uM — 200 uM) pri temperaturi 37°C in pri treh razli¢nih vrednostih pH.
Pri vseh treh vrednostih pH je prislo do jasnega koncentracijsko odvisnega privzema *H-
histamina, pri katerem pa niti pri navi$ji koncentraciji histamina ni pri$lo do nasi¢enja
sistema. Privzem histamina se je zniZeval z visanjem koncentracije H' ionov v delovnem

mediju (Slika 7).

600-
£3  500-
2
£ 8 400-
£8
I o 300-
N3 200
£ € ]
22 400-

0 T - T
0 50 100

150 200

koncentracija 3H-histamina (uM)

Slika 7 Koncentracijska odvisnost privzema histamina v kulturo astroctov.

Neonatalne astrocite smo 20 minut inkubirali pri temperaturi 37°C ob prisotnosti medija s pH 7,4
(0), 7,0 (W) in 6,6 (®). Krivulje smo narisali s pomo¢jo nelinearne regresije, pri Cemer so
vrednosti R” znagale 0,98 (O), 0,97 (M) in 0,93 (#). Tocke, oznatene na grafu, predstavljajo
povpreéno vrednost meritev +/- SEM. Stevilo vzorcev (n = 3 — 6) pri koncentracijah histamina 100
mM in 150 mM je bilo 6 ter 3 pri vseh ostalih merjenih koncentracijah.

Ker ne poznamo inhibitorja specificnega histaminskega prenaSalca, smo nespecifi¢ni
privzem merili v pogojih, nezdruzljivih z Zivljenjem, ko aktivni transport ne deluje ve¢ (pri

pH 6,6). Celokupni privzem smo prikazuli s krivuljo privzema pri fizioloSkem pH (7,4).
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Specifi¢en privzem histamina smo izracunali kot razliko med celokupnim in nespecifi¢nim
privzemom. Obsegal je 84 — 94 9% celokupnega privzema, odvisno od koncentracije
dodanega histamina (Slika 8). Specifi¢ni privzem lahko izmerimo tudi iz razlike med
celokupnim privzemom pri 37 °C in nespecifi¢nim privzemom pri 4 °C. Na ta nadin smo v

naSem laboratoriju v preteklosti Ze izraCunali, da specifi¢ni privzem obsega do 75% celokupnega

privzema [96].

—3

+

hitrost privzema 3H-histamina
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Slika 8 Specificni privzem histamina v kulturo astroctov.

Specifiéni privzem (A) smo izracunali kot razliko med celokupnim (O) in nespecifiénim (@)
privzemom. Krivuljo specifi¢nega privzema smo narisali s pomo&jo nelinearne regresije (R* =
0,98), tocke pa prikazujejo povprecno vrednost meritev +/- SEM.

Na podlagi meritev smo dologili hitrost privzema *H-histamina in s pomog&jo nelinearne
regresije izraCunali kinetine parametre specificnega privzema histamina v astrocite.
Michaelis-Mentenova konstanta (K,,) je znasala 62,47 +/- 14,82 uM, maksimalna hitrost
privzema (Vmax) pa 25,98 +/- 2,447 pmol/mg proteinov/min. Razmerje med Vpax in Kpy
imenujemo ucinkovitost privzema in je bila 0,42 pL/mg proteinov/min. Potrebno je
omeniti, da se rezultati meritev lahko razlikujejo od dejanskih vrednosti zaradi izgub
histamina, ki se veze na histaminske receptorje na astrocitu.

Specificen privzem histamina smo v nadaljevanju prikazali tudi s pomocjo Eadie-
Hofsteejevega diagrama in Hanes-Woolfovega diagrama (Slika 9). Eadie-Hofsteejev graf
na ordinati ohrani prikaz podatkov hitrosti privzema histamina, na abscisi pa prikazuje

hitrost privzema histamina/koncentracijo *H-histamina. Hanes-Woolfov graf prikazuje
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koncentracijo “H-histamina/hitrost privzema histamina na ordinati in ohrani prikaz
koncentracije °H-histamina na abscisi. Tranformacijo Michaelis-Mentenove enacbe
(enacba 1) po Hanes-Woolfovu prikazuje enacba 2, Eadie-Hofsteejevo transformacijo pa
enacba 3. Omenjene transformacije podatkov nam omogoc€ijo, da z uporabo linearne

regresije izraCunamo kineti¢ne parametre specificnega privzema histamina.
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Slika 9 Graficni prikaz kineticnih parametrov specificnega privzema histamina v astrocite.

(A) Eadie-Hofsteejev diagram: v predstavlja hitrost privzema *H-histamina, [S] pa koncentracijo
*H-histamina. Prese¢is¢e premice z ordinatno osjo je enako Vi, prese¢is¢e premice z abscisno
0sjo je enako Vpa/Kp sistema, naklon premice pa je enak -K;,. Premica je bila narisana s pomocjo
linearne regresije (R> = 0,29). (B) Hanes-Woolfov diagram: v predstavlja hitrost privzema “H-
histamina, [S] pa koncentracijo *H-histamina. Prese¢ii¢e premice z abscisno osjo je enako -Kp,
presecisce premice z ordinatno osjo je enako K,,/Vi.x, naklon premice pa je enak 1/Vy,,. Premica
je bila narisana s pomog&jo linearne regresije (R* = 0,77).
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Glede na Eadie-Hofsteejev diagram je znaSala K, 74,38 uM (95% interval zaupanja
169,60 — 20,82), Vmax pa 23,80 (4,56 — 43,03) pmol/mg proteinov/min. Hanes-Woolfov
diagram je pokazal sistem z K, 144,9 uM (95% interval zaupanja 318,40 — 76,16 uM) in
Vimax 36,45 (66,27 — 25,14) pmol/mg proteinov/min.

Nadaljevali smo s preverjanem spros¢anja histamina. Astrocite smo, enako kot pri
postopku ugotovljanja privzema histamina, 20 minut inkubirali pri temperaturi 37°C pri
treh razli¢nih vrednostih pH. Ugotovili smo, da je tudi spros¢anje histamina v vseh treh pH
okoljih koncentracijsko odvisno. Najve¢ histamina se je sprostilo pri pH 7, najmanj pa pri

pH 6,6 (Slika 10).
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Slika 10 Koncentracijska odvisnost spros¢anja histamina iz kulture astroctov.

Neonatalne astrocite smo 20 minut inkubirali pri temperaturi 37 °C ob prisotnosti medija s pH 7,4
(0), 7,0 (M) in 6,6 (®). Krivulje smo narisali s pomo¢jo nelinearne regresije, pri ¢emer so
vrednosti R” znagale 0,81 (O), 0,92 (M) in 0,65 (#). Totke na grafu predstavljajo povpre¢no
vrednost meritev +/- SEM. Stevilo ponovitev (n = 3 — 6) je znasalo 6 pri koncentracijah histamina
100 mM in 150 mM ter 3 pri vseh ostalih merjenih koncentracijah.

Rezultate privzema in sproS€anja smo nato zdruzili in prikazali na Sliki 11. Najvec
privzetega histamina se je sprostilo iz astrocitov inkubiranih v okolju s pH 7,0 (19 — 24 %).
Pri fizioloSkem pH se je sprostilo najmanj, vsega 5 — 7 %, privzetega histamina. Od 8 do
13 % privzetega histamina se je sprostilo ob inkubiranju kulture astrocitov v kislih pogojih
(pH 6,6). Za statisticno primerjavo koli¢ine sproS¢enega histamina pri razli¢nih vrednostih
pH smo zaradi vecjega Stevila primerjav uporabili enosmerni test ANOVA. Izkazalo se je,

da obstaja statisi¢no znacilna razlika med koli¢ino spro$¢enega histamina pri pH 7,0 in
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fizioloskim pH ter med koli¢ino spros¢enega histamina pri pH 7,0 in pH 6,6. Statisti¢na

primerjava pa ni pokazala statisticno pomembnega razlikovanja v spro§¢anju histamina pri

pH 6,6 in fizioloSkem pH.
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Slika 11 Prikaz sproscanja histamina glede na njegov privzem.

Izracunali smo, koliko privzetega histamina se je sprostilo po inkubaciji pri razli¢nih pH vrednostih
medija z uporabo *H-histamina v koncentracijskem obmog&ju 0,125 uM — 200 pM. Pri pH 7,4 se
je sprostilo 5,7 +/- 0,8 %, pri pH 7,0 21,3 +/- 2,5 % in pri pH 6,6 10,6 +/- 2,3 %. Vrednosti
predstavljajo povpre¢no vrednost meritev +/- SEM.

2. Vpliv dopaminergic¢nih u¢inkovin na prenos histamina v astrocite

V preteklosti je bilo v naSem laboratoriju Ze ugotovljeno, da biogeni amini v vi§jih
koncentracijah (0,1 mM — 10 mM) zavirajo privzem histamina. Pri tem je najvecjo stopnjo
inhibicije izkazoval dopamin [93]. NajnovejSe raziskave Yanayijeve skupine kot glavni
prenasalni sistem histamina v ¢loveske astrocite navajajo PMAT, ki dokazano prenasa tudi
dopamin. Da bi ugotovili povezanost prenasalnih sistemov za histamin in dopamin, smo v
drugem delu diplomskega dela preverili morebiten vpliv dopaminu podobnih snovi na
privzem in spro$c¢anje histamina iz astrocitov neonatalnih podgan.

Astrocite smo pred dodatkom 0,75 uM raztopine *H-histamina 20 minut inkubirali z
dopaminergi¢nimi ucinkovinami. Uporabili smo neselektivni agonist na dopaminski
receptor apomorfin, prekurzor dopamina levodopo in antagonist na dopaminske receptorje

klorpromazin.
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Apomorfin je v koncentracijskem obmoc¢ju 0,1 mM — 10 mM zavrl privzem histamina z
ICs0 0,58 mM, ostali u€inkovini pa na privzem histamina nista imeli vpliva.

Rezultati kazejo, da se je z viSanjem koncentracije dodanega apomorfina, zmanjSeval
privzem histamina v astrocite. Statisticno razlikovanje od kontrolne vrednosti (koli¢ine
privzetega histamina v odsotnosti dopaminergi¢ne ucinkovine) smo s Studentovim t-
testom za neodvisne vzorce zaznali pri koncentracijah 0,1 mM in 10 mM. Potrebno je
omeniti, da nam kljub Stevilnim ponovitvam poskusa ni uspelo izmeriti koli¢ine privzetega
histamina ob inkubaciji z apomorfinom v koncentraciji 1 mM, saj so v teh pogojih celice
mM, je apomorfin zmanjsal celokupni privzem histamina za 87%.

Inkubiranje celic z levodopo je nasprotno pokazalo manjsi u€inek na privzem histamina. V
treh najSibkejSih koncentracijah prekurzorja smo izmerili rahlo poviSanje privzema
histamina glede na kontrolno vrednost, v najmo¢njesi koncentraciji pa znizanje. Nobena od
izmerjenih vrednosti od kontrolne ni statisti¢no znacilno odstopala (p > 0,05).

Vpliv apomorfina in levodope na privzem histamina prikazuje Slika 12.
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Slika 12 Vpliv dopaminergicnih ucinkovin na privzem histamina v astrocite.

Astrocite smo pri standardnih pogojih (37 °C, pH 7,4) 20 min inkubirali z dopaminergi¢nimi
u¢inkovinami, nato dodali 125 nM *H-histamin in izmerili koli¢ino privzetega histamina. Rezultati
so predstavljeni kot odstotek celokupnega privzema histamina izmerjenega v odsotnosti
dopaminergi¢ne u¢inkovine (100% = 209 +/- 26 fmol/mg proteinov). Krivulja, ki predstavlja vpliv
apomorfina, je narisana s pomo&jo nelinearne regresije (R* = 0,93). Vse totke prikazujejo
povprecno vrednost meritev +/- SEM (n = 15).
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Klorpromazin v koncentracijskem obmo¢ju 0,01 uM — 1 mM ni znacilno vplival na
privzem histamina v neonalne astrocite (Slika 13). Od kontrolne vrednosti se statisticno
lo¢ijo izmerjene vrednosti pri inkubaciji s klorpromazinom v koncentracijah 0,01 pM, 10

puM in 100 uM.
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Slika 13 Vpliv klorpromazina na privzem histamina v astrocite.

Astrocite smo pri standardnih pogojih (37 °C, pH 7,4) 20 min inkubirali z klorpromazinom, nato
dodali 125 nM *H-histamin in izmerili koli¢ino privzetega histamina. Rezultati so predstavljeni kot
odstotek celokupnega privzema histamina izmerjenega v odsotnosti inhibitorja (100% = 325 +/- 6
fmol/mg proteinov). Toc¢ke prikazujejo povprecno vrednost meritev +/- SEM (n = 6).

Ker smo za privzem histamina v astrocite predlagali dvosmerne prenasalne beljakovine,
nas je zanimal tudi vpliv dopaminergi¢nih u¢inkovin na sprosc¢anje histamina. V poskusih
smo tokrat uporabili le dve u€inkovini, apomorfin in levodopo. Rezultati so prikazani na
Sliki 14.

Z viSanjem koncentracije apomorfina se je zniZevalo sproScanje histamina iz kulture
neonatalnih astrocitov. Statisti¢no znacilno je apomorfin zavrl spro§¢anje v koncentracijah
Vpliv levodope je bil manj znacilen. Sprosc¢anje histamina je prekurzor dopamina najbolj

zavrl v koncentraciji 0,1 mM, medtem ko rezultati kaZejo celo na zviSano raven spros¢anja
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histamina pri koncentraciji 10 uM. Vpliv levodope v merjenem koncentracijskem obmocju

nikoli ni prestopil ravni statisticne znacilnosti (p > 0,05).
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Slika 14 Vpliv dopaminergicnih ucinkovin na sproscéanje histamina iz kulture astrocitov.

Astrocite smo pri standardnih pogojih (37 °C, pH 7,4) 20 min inkubirali z 125 nM *H-histaminom,
nato smo celice inkubirali e ob prisotnosti dopaminergi¢ne uc¢inkovine. Koli€ine spros¢enega
histamina smo prikazali kot odstotek celokupnega spro$¢anja histamina, izmerjenega v odsotnosti
dopaminergi¢ne ucinkovine (100% = 59 +/- 7 fmol/mg proteinov). Krivulja, ki predstavlja vpliv
apomorfina, je narisana s pomog&jo nelinearne regresije (R = 0,65). To&ke prikazujejo povpre&no
vrednost meritev +/- SEM (n = 15).
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RAZPRAVA

1. Lastnosti privzema in spros¢anja histamina v astrocite

Danes se za zdravljenje Stevilnih nevroloskih obolenj uporabljajo zdravila, ki uravnavajo
privzem monoaminskih nevrotransmiterjev. Za razliko od ostalih monoaminov visoko-
afinitentnega prenasalca za histamin $e ne poznamo. V prid njegovemu obstoju pricajo
Studije, med njimi ena prvih raziskovalke Rafalowske, ki prikazuje lastnosti visoko-
afinitetnega privzema histamina s Ky, 0,5 pM in Vpnax 1.6 pmol/mg proteinov/min [92].

Po drugi strani pa je znano, da je histamin substrat za nekatere nizko-afinitetne prenasalce,

kot so PMAT [88], OCT 3 [97] in OCT 2 [98].

Lastnosti specificnega privzema histamina, ki smo jih doloc¢ili v naSem laboratoriju,
prikazujejo mehanizem privzema preko nizko-afinitetnega prenasalnega sistema. To
pomeni, da je privzem histamina potekal pri vi§jih vrednostih Ky, (62,47 +/- 14,82 uM) in
Vmax (25,98 +/- 2,447 pmol/mg proteinov/min), kot bi v primeru prenosa z visoko-
afinitetnim prenasalcem. Za razliko od dobro raziskanih visoko afinitetnih prenasalcev je
delovanje nizko-afinitetnih prenasalcev Se dokaj nedognano. Njihov obstoj so raziskovalci
najprej odkrili in opisali v perifernih tkivih [99], v CZS pa so jim dolgo ¢asa pripisovali
manj pomembno, zgolj podporno vlogo pri odstranjevanju nevrotransmiterjev iz sinapti¢ne
Spranje. Danes novejSe Studije Ze dokazujejo pomembnejSi vpliv tovrstnih prenasalnih
sistemov pri odstranjevanju serotonina in dopamina v razmerah zz vivo [85] [100]. Se
korak dlje je stopila Yanai-jeva skupina, ki namiguje, da bi bili v primeru ponovnega
privzema histamina, zaradi visokih koncentracij spros¢enega nevrotransmiterja (nad 50
uM), nizko-afinitetni (visoko-kapacitetni) prenaSalni sistemi celo bolj primerni [86]. Glede
na dosedanje ugotovitve vecih raziskovalnih skupin se histamin najverjetneje privzema in
sprosca s kombinacijo privzema; in privzemas.

Ce primerjamo podatke iz objavljenih raziskav, izvedenih na neonatalnih podganjih
astrocitih, so nasi rezultati uc¢inkovitosti transportnega sistema (Vmax/Km = 0,42 pl/mg
proteinov/min) primerljivi z izsledki Perdanove (Vmax/Km = 0,38 puL/mg proteinov/min)
[23], a precej nizji kot pri ugotovitvah Huztijeve (Vmax/Km = 16,42 pL/mg proteinov/min)
[101] in Rafalowske (Vimax/Km = 3,2 pL/mg proteinov/min) [92]. Razlike se pojavijo tudi

izven preiskovane vrste, tako znaSa ucinkovitost prenaSalnega sistema piSc¢ancjih
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astrocitov 1,29 puL/mg proteinov/min [102], ucinkovitost ¢loveskih astrocitov pa zgolj
0,098 puL/mg proteinov/min [86]. Vzrok omenjenim variacijam rezultatov znotraj iste
preiskovane vrste bi lahko bile razlike v laboratorijskih pogojih pri izvedbi testov in
spremenjene lastnosti astrocitov zaradi razli¢nih dejavnikov pri pripravi kulture [103].
Mozne so tudi razlike med posameznimi sevi iste Zivalske vrste in celo med posamezniki
znotraj seva. Razli¢ni rezultati med preiskovanimi zivalskimi vrstami nas opozarjajo na
dejstvo, da so ekstrapolacije na c¢lovesko vrsto sicer mozne, vendar jih moramo
obravnavati z veliko stopnjo previdnosti. Ceprav so metode za dolodanje kinetiénih
parametrov iz Michaelis-Mentenove enacbe danes izrednega pomena, pa vecina
standardnih biokemicnih testov poda zgolj oceno Kp in Vi s precej veliko napako.
Najbolj to€no oceno obeh parametrov naj bi dala analiza z nelinearno regresijo. Eadie-
Hofsteejeva in Hanes-Woolfova transformacija podatkov nam sicer omogoca izracun
kineti¢nih parametrov s pomoc¢jo premice, izratunane z linearno regresijo, ampak imajo
ocene K, in Vy. zaradi vecjega Stevila omejitev tovrstnega sistema navadno vecjo
napako. Najvecje razlike pri izracunu kineti¢nih parametrov se pojavijo zaradi: a) uporabe
nezadovoljivih, obsoletnih metod analize, b) premajhnega Stevila podatkovnih tock ter c)

slabo izbranega nabora uporabljenih koncentracij substrata [104].

Ugotovili smo, da se histamin v astrocite privzema in spros¢a v odvisnosti od
koncentracije in vrednosti pH. V literaturi obstaja veliko Stevilo raziskav, ki temu dodajajo
Se Casovno in temperaturno odvisnost, kar govori v prid obstoju aktivnega transporta in
sodelovanju prenasalne beljakovine [23]. Opazili smo, da se z odstopanjem od fizioloskega
pH privzem histamina v astrocite zmanjSuje. Pri znizanju pH medija na 7,0 se privzem pri
inkubaciji z 100 uM histaminom zmanjsa za 64 %, pri pH 6,6 pa ta obsega samo Se 11 %
privzema histamina pri fizioloSkem pogojih. Gre torej za pH obcutljiv prenasalni sistem, ki
pri pH 7 deluje z zmanjSano ucinkovitostjo, pri pH 6,6 pa pri prenosu najverjetneje ne
sodeluje ve¢. Membranski transport histamina je vedno dvosmeren proces. Na Sliki 10 (v
poglavju Rezultati) opazimo, da se je najmanj histamina (priblizno 6 %) sprostilo v
pogojih s pH 7,4. Koli¢ina spros¢enega histamina se je pri pH 6,6 podvojila in pri pH 7,0
povecala za faktor 4. V patoloskih razmerah se torej zmanjSa prenos proti notranjosti
astrocita, hkrati pa se poveca sproScanje histamina. V fizioloSkih pogojih transport

histamina ve¢inoma poteka proti notranjosti celice, sprosti pa se ga le manjsi delez.
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Pomembno je omeniti, da pH 6,6 ni zdruzljiv z Zivljenjem in bi inkubacija pri teh pogojih
lahko privedla do poskodbe membrane astrocita. Ce bi se to zgodilo, bi pri¢akovali
linearen proces transporta histamina, ki bi lahko bil podoben grafom privzema in
spros€¢anja v mediju s pH 6,6. Astrociti so v primerjavi z zivénimi celicami veliko bolj
odporni na nekatere izmed posledic ishemi¢nega dogodka v CZS, kot so hipoksija in
hipoglikemija [105], po drugi strani pa so precej bolj obcutljivi na acidozo. Proces
glikolize v astrocitu preneha potekati pri padcu pH pod 6,6 [106], do smrti astrocita pa
pride pri 10 minutni izpostavitvi astrocita okolju s pH 4,6 ali pri vi§jih vrednostih pH ob
podaljSevanju ¢asa izpostavitve acidozi [107].

Smotrno se je vprasati, ali je prenos histamina, ki zagotavlja vi§jo zunajceli¢no
koncentracijo nevtrotransmiterja v kislih pogojih, zgolj posledica okrnjene funkcije
prenasalnega sistema na astrocitu, ali pa gre ob tem nemara tudi za obrambni mehanizem
organizma, ki se znajde v patoloskih razmerah. Trenutno je na voljo vedno ve¢ dokazov, ki
histaminu pripisujejo pomembno nevroprotektivno vlogo v ishemi¢nih pogojih [108]
[109]. Histamin naj bi zmanjSal obseg poskodb po moZzganski kapi preko prijemaliS¢ na
nevronih, astrocitih, celicah imunskega odziva in celicah gladkih miSic krvnih zil. Pri tem
naj bi sodelovali vsi trije histaminski receptorji (HI, H2 in H3) v CZS. Ugodni uéinki
histamina pri znizevanju obsega ishemi¢ne poSkodbe naj bi bili zniZevanje citotoksi¢nosti,
inhibicija sproS¢anja glutamata in dopamina, zaviranje vnetnih procesov, preprecevanje
nastajanja brazgotine, povecanje krvnega pretoka v mozganih in promocija nastajanja

novih nevronov (nevrogeneza) [110].

2. Vpliv dopaminergic¢nih u¢inkovin na prenos histamina v astrocite

Nespecifi¢ni prenasalci, kot sta PMAT in OCT3, so sposobni prenosa Stevilnih endogenih
in eksogenih snovi v celico, med drugim tudi monoaminov. Ker tovrstne prenaSalne
sisteme odlikuje visoka kapaciteta, prihaja do nasi¢enja sistema kasneje, pri visjih
koncentrciji substrata. Zaradi tekmovanja med molekulami substratov za prosta vezavna
mesta na prenaSalni beljakovini bi ob nasi¢enju prenaSalnega sistema pricakovali znizanje
privzema histamina. Vemo, da monoamini v koncentracijskem obmocju 0,1 — 10 mM
pomembno znizajo privzem histamina v astrocite. Najvecjo sposobnost inhibicije privzema

histamina je z ICsy 0,33 mM imel dopamin, sledila sta mu serotonin in noradrenalin [93].

35



Da bi preverili, kako na privzem histamina vplivajo dopaminu sorodne snovi, smo
astrocite izpostavili trem razliénim zdravilnim ucinkovinam: agonistu in antagonistu na
dopaminskih receptorjih ter prekurzorju dopamina. Medtem ko imajo agonisticne
ucinkovine navadno kemijsko strukturo podobno nevrotransmiterju, se antagonisticne od
nje ve¢inoma precej razlikujejo. Ob predpostavki, da je strukturna podobnost dopaminu
pomembna za prehod membrane s pomocjo transporterjev za monoamine, Smo
pri¢akovali, da antagonist kompetitivno ne bo oviral privzema histamina.

Dobljeni rezultati potrjujejo, da klorpromazin v merjenem koncentracijskem obmocju ne
poseduje pomembnejSe sposobnosti inhibicije privzema histamina. Statisticna obdelava
podatkov je sicer pokazala, da tri izmerjene vrednosti znacilno izstopajo od kontrolne,
vendar pa bi bila v tem primeru to lahko posledica nekoliko manjSega Stevila vzorcev (n =
6). Uc¢inkovina klorpromazin je bila prvi¢ sintetizirana v 50. letih prejSnjega stoletja in se
danes v humani medicini ne uporablja vec¢. Poleg antagonisticnega delovanja na
dopaminske D1, D2, D3 in D4 receptorje, klorpromazin enako deluje tudi na serotoninske
(5-HT1 in 5-HT2), adrenergi¢ne (ol in a2), muskarinske (M1 in M2) receptorje ter
histaminski H1 receptor. Zaklju¢imo lahko, da tudi antagonisti¢no delovanje na vseh
omenjenih receptorjih na astrocitu nima posrednega ucinka na privzem histamina.

merjeni koncentraciji kot edini izmed preiskovanih snovi skoraj popolnoma zavrl privzem
histamina. V primerjavi z dopaminom je privzem histamina zavrl nekoliko manj
ucinkovito, in sicer s priblizno dvakrat vi§jo ICso. Tako apomorfin kot dopamin sta
privzem histamina zavrla v koncentracijskem obmocju 0,1 — 10 mM, pri ¢emer pa je
apomorfin dosegel za 13% vecjo maksimalno inhibicijo kot dopamin. Strukturna
podobnost dopaminu in dejstvo, da sta tako dopamin kot histamin substrat za PMAT ter
pH obcutljivost transporterja, potrjujejo moznost, da omenjena prenasalna beljakovina
opravlja glavno vlogo pri privzemu histamina ne le v ¢loveske astrocite [86], temve¢ tudi v
astrocite podgane. Pri tem je pomembno omeniti, da je transport obeh nevrotransmiterjev
mozen tudi preko OCT3, ki je prav tako obcutljiv na pH vrednost okolja. PMAT naj bi
nekoliko dajal prednost transportu dopamina, OCT3 pa transportu histamina. Testi
privzema histamina ob inhibiciji OCT s specificnima inhibitorjema kortikosteronom in
decinijem 22 (D22) na podganjih astrocitih niso pokazali vpliva oziroma so privzem zavrli
le v manjsi meri, zato je pomembnejsa vloga OCT3 pri privzemu histamina manj verjetna

[96] [111].
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Ker sta oba predlagana prenasalca dvosmerna (vrSita transport v celico in iz nje), smo
pri¢akovali zaviralen u€inek apomorfina tudi pri spros¢anju histamina. Izkazalo se je, da se
zacne statisticno znacilno zaviranje sproScanja histamina ob prisotnosti 0,1 mM raztopine
apomorfina, enako kot pri testih privzema. V najvisji merjeni koncetraciji raztopina

apomorfina doseze nekoliko niZji nivo inhibicije in transport histamina zmanjsa le za 37%.

V nadaljevanju smo ugotovili, da levodopa ne vpliva niti na privzem niti na spros¢anje
histamina. Razlog za to bi lahko bila moteca prisotnost karboksilne kisline, ki levodopo
strukturno lo¢i od dopamina. Ceprav element karboksilne skupine na prvi pogled deluje
kot manj$a modifikacija spojine, ¢loveskemu telesu Se zdale¢ ni tuja in so membranske
strukture, kot so receptorji in prenasalne beljakovine, sposobne hitre in ucinkovite
prepoznave.

Na tem mestu moramo opozoriti na pomankljivosti eksperimentalnega modela, ki so
pomembne pri nadaljnjem vrednotenju rezultatov. Astrociti v kulturi so vzdrzevani v
umetnem okolju, ki z uporabo razli¢nih medijev in drugih dodatkov v najvecji mozni meri
posnema pogoje v ziveCem organizmu. Kljub temu pa so celice v razmerah in vitro
prikrajSane za pomembne fizioloske vplive, med drugim tudi za stik z nevroni. Zaradi
omenjenih odstopanj od naravnih pogojev lahko pride do razlik v izrazanju fenotipskih
lastnosti astrocitov [103] in celo do spremenjenega izrazanja transportnih beljakovin za
nevrotransmiterje [112]. Po drugi strani pa je znano, da astrociti v kulturi dolocene
bioloSke lastnosti tudi ohranijo. Pri meritvah privzema serotonina in glutamata v astrocite
ni pri$lo do razlik med tistimi, izmerjenimi v in vitro pogojih, in med tistimi v in vivo
pogojih [113]. Moznost preslikave nasSih podatkov na razmere in vivo tako ni nemogoca,
vendar pa proces ponovno zahteva vecjo stopnjo previdnosti.

Glede na omenjeno, bi se levodopa v testih in vivo zaradi prisotnosti encima AADC v
nevronih lahko pretvorila v dopamin in imela inhibitorni ucinek na privzem histamina.
Raziskave kazejo, da tudi astrociti v svojem genomu izrazajo gen za AADC [114], vendar
pa naj ne bi prislo do njegove translacije oziroma naj bi bila kataliticna aktivnost encima
izjemno nizka, saj v ve€ini primerov niso zaznali transformacije levodope v dopamin [115]

[116].

V uvodnem delu smo v poglavju o PMAT omenili ugotovitve Dahlinove raziskave, ki je z

uporabo fluorescentno oznacenih protiteles za PMAT potrdila Siroko razSirjenost
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transporterja v razli¢nih regijah mis§jih mozganov, z najvisjo gostoto izrazanja v mozganski
skorji. Z dodatkom fluorescentno oznacenih protiteles za biokemijski oznacevalec zivénih
celic, mikrotubularni protein (angl. microtubule-associated protein, MAP;) in za
biokemijski oznacevalec astrocitov, GFAP, so ugotovili, da izrazanje PMAT sovpada z
MAP;-0znac¢enimi zivénimi celicami, ne pa tudi z GFAP-oznacenimi astrociti. V naSem
laboratoriju so v okviru diplomskega dela Roka Kojca preverili prisotnost PMAT na
podganjih astrocitih z metodo prenosa po Westernu, vendar pa poskus dokazovanja PMAT
ni podal zelenih rezultatov (Slika 15). Namesto pri¢akovanega pasu pri 58 kD je rezultat
predstavljen z ve¢ pasovi, pri ¢emer pa prisotnosti pasu pri 58 kD ni mogoce potrditi.
Zaradi Stevilnih neuspes$nih ponovitev poskusa je pri raziskavi prislo do sklepa, da
primarno protitelo ne izkazuje ustrezne specifi¢nosti, kar so potrdili tudi proizvajalci. Za
razjasnitev vprasanja prisotnosti PMAT na podganjih astrocitih bi bilo tako potrebno

poskus ponoviti s protitelesi drugega proizvajalca [117].

150 kD
102 kD
76 kD
52kD
38kD
31kD
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Slika 15 Imunodetekcija PMAT (zgoraj) in barvanje z barvilom Panceau S (spodaj).

Zgornja slika prikazuje prenos proteinov na PVDF membrano in naknadno imunodetekcijo s
protitelesom anti-PMAT. Pozitivno kontrolo (ozna¢eno s ¢rko K na spodnji sliki) predstavljajo
homogenizati tkiv in celi¢ne linije, za katere predvidevamo, da izrazajo PMAT. Povzeto po [117].
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Glede na to, da prenos histamina v sinapti¢ne vezikle poteka preko VMAT?2, ki prenasa
tudi serotonin, obstaja moznost, da bi se histamin lahko prenaSal preko katerega izmed
visoko-afinitetnih prenaSalcev drugih monoaminov. Med omenjene visoko-afinetetne
prenasalce uvrS¢amo tudi DAT, ki bi bil lahko, kljub visoki specifi¢nosti za lasten
nevrotransmiter, sposoben prenasati tudi druge monoamine [118]. Raziskave do sedaj niso
potrdile prisotnosti DAT na astrocitu, prav tako pa tudi testi inhibicije z zaviralci DAT (in
zaviralci SERT in NET) niso pokazali u¢inka na transport histamina [23]. Torej verjetnost,
da se histamin v astrocit prenasa preko tako imenovanega “nezvestega” prenaSalca, ostaja

izredno majhna.

Na koncu moramo opozoriti $e na specifi¢nost histamina in histaminergi¢nega sistema, saj
se njuna vloga med ontogenetskim razvojem mocno spreminja. Histamin ima v neonatalni
dobi predvsem nevromodulatorno vlogo, Sele v odrasli dobi pa deluje kot nevrotransmiter.
Zaradi razvojnih razlik bi lahko priSlo do sprememb v prenosu histamina in bi bilo
smiselno teste privzema in spro§¢anja ponoviti na kulturi astrocitov, izoliranih iz odraslih

podgan.
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SKLEP

Ugotovili smo, da se histamin privzema v astrocite in iz njih sprosca, pri ¢emer
pa mora zaradi pozitivnega naboja molekule sodelovati prenasalec. Prenos
histamina je bil vedno usmerjen bolj v smer notranjosti celice kot iz nje, ne
glede na spreminjanje pogojev inkubacije. Najvec¢je razmerje med koli¢ino
privzetega in spros¢enega histamina je bilo pri inkubaciji v fizioloskih pogojih.
Ob narascanju acidoze se postopoma zmanjSuje privzem histamina v astrocit,

poveca pa se njegovo sproscanje. S tem smo potrdili prvo in drugo hipotezo.

Nasi rezultati opisujejo prenos histamina z visokima vrednostima Km in Vmax,
kar kaze na sodelovanje nizko-afinitetnega, visoko-kapacitetnega prenasalca.
Ce temu dodamo $e pH obcutljivost prenasalca in rezultate o inhibiciji
privzema histamina ob prisotnosti vi§jih koncentracij monoaminov, ki so prav
tako substrat za PMAT, bi ta lahko predstavljal glavni mehanizem privzema
histamina. Ceprav najnovejie raziskave na ¢loveskih astrocitih pripisujejo
najvecjo vlogo pri privzemu histamina prav PMAT, pa dokazov o njegovem
obstoju na astrocitih podgane $e ni. Tretje hipoteze tako ne moremo ne potrditi

ne ovredi.

Apomorfin je v koncentracijah 0,1 — 10 mM zavrl prenos histamina, levodopa
pa po drugi strani ni pokazala vpliva niti na privzem niti na sproScanje
histamina. Verjetno je to posledica motece prisotnosti karboksilne skupine, ki
predstavlja preveliko strukturno modifikacijo in postavi uvrs€anje levodope v
skupino dopaminu podobnih snovi pod vprasaj. V grobem lahko Cetrto hipotezo
potrdimo, bilo pa bi smotrno preveriti Se vpliv katere izmed drugih dopaminu
podobnih snovi, na primer rotigotina, ropinirola ali pramipeksina, saj se
omenjene uc¢inkovine prav tako uporabljajo v humani medicini in podobno kot

apomorfin delujejo kot agonisti na dopaminskih receptorjih.
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