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Telesa zivenih celic in aksone obdajajo celice glije, ki jo v osrednjem ziv€evju imenujemo
nevroglija. Znacilnost vseh je, da so to celice bogate z glikogenom in ma§¢obami,
razlikujejo pa se po funkciji in obliki. Dale¢ najstevil¢nejse celice glije so astrociti, ki v
dolocenih delih moZganov predstavljajo kar 90% vseh celic. Po stimulaciji s signalnimi
molekulami sproscajo razli¢ne Zivéne prenasalce, citokine, rastne dejavnike in molekule
zunajcelicnega matriksa ter tako aktivno posegajo v dogajanje v osrednjem ziv¢éevju. Na
svoji membrani izraZajo Stevilne transporterje, s katerimi sodelujejo pri privzemu
nevrotransmitorjev. Tako so astrociti pomemben regulator vzdrzevanja homeostaze.

V osrednjem Zivcevju kot nevrotransmitor deluje tudi histamin, ki se sintetizira v
presinapti¢nih nevronih iz prekurzorja histidina. 1z le-teh se po stimulaciji sprosca ter
ucinkuje v sinapsi in v neposredni blizini spros¢anja. Fizioloska aktivnost histamina v
mozganih je odvisna od prisotnosti histaminskih receptorjev, na katere se mora vezati, da
doseze ucinek in tudi od u¢inkovitosti njegove inaktivacije. Inaktivacija histamina poteka z
difuzijo v ekstracelularni prostor, z encimsko razgradnjo ter s privzemom v presinapti¢ne
nevrone in astrocite. Encimska razgradnja poteka z dvema znotrajceli¢cnima encimoma,
diamino oksidazo (DAOQ) in histamin N-metil-transferazo (HNMT). V moZganih je prisoten
le slednji. Histamin, kot pozitivno nabita molekula, ni sposobna hitrega prehoda preko
membrane v intracelularni prostor. Zato predvidevamo, da obstaja visoko afinitetni
transportni sistem za prenos histamina, ki pa do danes ni znan.V okviru diplomske naloge
sem Zelela osvetliti vpliv dodatka seruma (FBS) inkubacijskemu mediju na transport
histamina v astrocite ter vpliv inhibitorjev, amodiakvina in metoprina, na privzem histamina
v neonatalne astrocite podgan. Pri poskusih sem kulture astrocitov, pripravljene iz
mozganOV neonatalnih podgan, v treh paralelkah 20 minut inkubirala v razli¢nih
koncentracijah inhibitorja (od 10° M do 10 M) ali v pufru za privzem, ki sem mu dodala
FBS. Nato je sledil dodatek 125 nmol/L *H-histamina in 20 minutni privzem v kulture
astrocitov. Iz dobljenih rezultatov sklepam, da dodatek FBS pufru za privzem zniza privzem
histamina v neonatalne astrocite podgan. Uporabljena inhibitorja sta razli¢no vplivala na
privzem histamina v astrocite. NiZje koncentracije metoprina so povecale privzem histamina
v astrocite, zelo visoke (> 100 uM) pa so ga zmanjSale. Predinkubacija astrocitov z visjimi
koncentracijami amodiakvina (> 10 uM) je znatno znizala privzem histamina v astrocite.
Nizje koncentracije amodiakvina pa niso imele takega ucinka na privzem histamina v
astrocite. Sklepam, da amodiakvin in histamin tekmujeta za isti transportni sistem. V
osrednjem Zivéevju ima histamin mnogo Ze raziskanih in $e neznanih funkcij. Z vsako
Studijo smo bliZze odkritja specifi¢nega transportnega sistema za prenos histamina v celice.
Prav to pa bi omogocilo patentiranje potencialnih zdravil za prepre¢evanje nespecnosti in
slabosti ter zdravljenja bolezni kot so Alzheimerjeva ter Parkinsonova bolezen in epilepsija
ter depresija.
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Axons and bodies of the nerve cells are surrounded by glial cells, which are called neuroglia
in central nervous system. Their common characteristic is that they are all rich in glycogen
and fats, but they differ in their function and shape. By far most numerous glial cells are
astrocytes which can in some parts of brain represent 90% of all cells. After stimulation by
signal molecules they release different neurotransmitters, cytokines and growth factors and
in this way actively interfere with activity of the central nervous system. Numerous
transport molecules are integrated in their membrane, with which they cooperate in the
neurotransmitter uptake. In this manner the astrocytes are important controllers of
homeostasis regulation. Histamine, which is synthesized from precursor histidine in
presynaptic neurons, also plays a role of neurotransmitter in central nervous system. After
stimulation it is released from presynaptic neuron and it effects in synapse and in direct
vicinity of release. Histamine physiological activity in the brain depends on presence of
specific histamine receptors on which it has to combine to achieve an effect, and also on
efficiency of its inactivation. Inactivation of histamine can be achieved by diffusion in the
extra cellular space, enzyme decomposition and by uptake into presynaptic neurons and
astrocytes. The decomposition is catalyzed by two intra cellular enzymes, diamino oxidase
(DAO) and histamine N-methyltransferase (HNMT). Only latter mechanism is present in
the brain. As a positively charged molecule, histamine is not capable of fast movement
across the cellular membrane into intra cellular space. So we predict that a high affinity
transport system exists to transfer histamine but it remains unknown so far. In my
assignment we wanted to highlight the influence of presence of proteins (FCS) in incubation
medium on transport of histamine into astrocytes, and also the influence of inhibitors
amodiaquine and metoprine on histamine uptake in neonatal astrocytes. We incubated the
astrocyte cultures, prepared from brain cortex of neonatal rats, in three parallels for 20
minutes in different inhibitor concentrations (from 10° M to 10 M) or in buffer for uptake
in which we added FCS. After that we added 125 nmol/L ®H-histamine and waited 20
minute for uptake into astrocytes. From the results we got to we conclude, that adding FCS
into the buffer for uptake decreases histamine uptake into rat’s neonatal astrocytes. The
inhibitors had different effect on histamine uptake in astrocytes. Lower metoprine
concentrations increased histamine uptake in astrocytes but very high concentrations (> 100
puM) decreased it. Pre-incubation of astrocytes with higher amodiaquine concentrations (>
10 uM) had severely decreased histamine uptake in astrocytes. Lower concentrations of
amodiaquine had no such effect on histamine uptake in astrocytes. We conclude that
histamine and amodiaquine compete for the same transport system. Histamine has many
known and also yet unknown functions in the central nervous system. With every study
concluded we are one step closer to discovery of a specific mechanism for histamine uptake.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ATP — adenozin trifosfat

BSA — serumski goveji albumin

CAMP — cikli¢ni adenozin monofosfat

CREB - cAMP-response-element binding

DAG - diacil glicerol

DAO — diamin oksidaza

DMEM - (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) po Dulbeccu modificiran Eangelov medij

FBS — fetalni goveji serum

GABA.- y-aminomaslena kislina

GFAP - glialna fibrilarna kisla beljakovina

HNMT - histamin N-tele-metiltransferaza

IP; — inozitol trifosfat

MAO B — monoamin oksidaza B

MATE — (multidrug and toxic compound extrusion) transmembranski prenasalec,
ki deluje kot kationsko — protonski antiporter

NGF — (nerve growth factor) ziv¢ni rastni dejavnik

OCT - (organic cation transporter) transmembranski prenasalec organskih kationov

OZ — osrednje Zivéevje

PKA — protein-kinaza A aminov

SLC1 - (solute carrier 1) transmembranski prenasalci druzine 1

SLCG6 - (solute carrier 6) transmembranski prenaSalci druZine 6

SLC22 — (solute carrier 22) transmembranski prenasalci druzine 22

VMAT - vezikularni transporter monoaminov
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SLOVARCEK

Astrocit — zvezdasta glijalna celica

Nevrotransmitor — prenasalec v osrednjem zivénem sistemu

Receptor — protein v celi¢ni membrani ali v jedru, na katerega se veze dolo¢en prenasalec in
povzroci ucinek
HEPES- organska kemijska spojina s puferskimi lastnostmi, ki se uporablja pri gojenju

celiénih kultur.

VI
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1. UVOD

1.1 NAMEN DELA

Histamin je eden izmed prenasalcev v osrednjem zivénem sistemu. Za nemoteno delovanje
prenasalcev v osrednjem ZivCevju, je kljucnega pomena, da le-ti po sprostitvi iz zivénih celic,
delujejo le omejen Cas, zato se relativno hitro inaktivirajo. Inaktivacija poteka na ve¢ nacinov;
z difuzijo v zunajceli¢ni prostor, z encimsko razgradnjo ter preko ponovnega privzema v

zivéne celice ter privzema v celice glije.

Iz znanstvene literature je znano, da zaviranje funkcij astroglije zvisa koncentracijo histamina
v ekstracelularnem prostoru, na ratun zmanj$evanja privzema histamina v astrocite (Horton et
al., 2005). Sam privzem histamina v astrocite je saturacijski proces, odvisen od koncentracije

histamina, ¢asa inkubacije ter koncentracije ekstracelularnih natrijevih ionov.

Pomembno pa je omeniti tudi, da astrociti, kljub stalnemu privzemu, vsebujejo zelo malo ali
sploh ni¢ histamina, kar dokazuje, da se privzeti histamin v astrocitih hitro metabolizira.

Metabolizem potece z znotrajceliénim encimom histamin N-metiltransferazo (HNMT).

Namen mojega diplomskega dela je nadaljevati Studije na podro¢ju privzema histamina v
astrocite. Proucila sem predvsem vpliv eksogenih proteinov na privzem histamina in s tem
ponazorila eno od posledic motene funkcije krvno-mozganske pregrade, ki se pojavi pri
meningitisu.V nadaljevanju pa $e vpliv inhibitorjev histamin N-metiltransferaze na privzem
histamina. Ker so inhibitorji HNMT pri fizioloskem pH nabite molekule, delujejo pa
znotrajceli¢no, me je zanimalo, e vstopajo v celice preko istih transportnih mehanizmov kot

histamin.

1.2 DELOVNI HIPOTEZI

Pri naSem delu smo se osredotoc¢ili na preverjanje naslednjih dveh hipotez:

= privzem histamina v astrocite zavirajo zdravila, ki u¢inkujejo znotrajceli¢no

= prisotnost proteinov v inkubacijskem mediju zmanj3a privzem histamina v astrocite
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2. PREGLED LITERATURE

2.1 OSREDNJE ZIVCEVJE (0Z)

Osnovni elementi zivénega tkiva so zivene celice ali nevroni. Poleg nevronov pa so
pomemben del Zivénega sistema tudi celice glije. Glijo in nevrone lo¢uje zelo tanek
prostor¢ek (20 nm) zapolnjen s tekoc¢ino. Veljalo naj bi splosno pravilo, da imajo bolj
razmerij je znacilno prav za ljudi, 90% glialnih in 10% Ziv¢nih celic — Araque, 2001).
Zanimivo pa naj bi bila koli¢ina celic glije tudi v korelaciji z velikostjo zivali, tako

predstavljajo celice glije pri slonu kar 96% vseh celic mozganov (Allen in Barres, 2009).

Tako nevroni kot celice glije v vecini izvirajo iz nevralnega ektoderma. Ko so nevroni enkrat
diferencirani, nimajo ve¢ zmoznosti delitve, izrastki, dendriti in aksoni, pa se lahko
obnavljajo. V grobem bi lahko rekli, da je bistvena razlika med nevroni in celicami glije v
tem, da so nevroni vzdrazne celice, prevajajo vzburjenje, celice glije pa so manj vzdrazne,

sposobne medsebojne komunikacije s kalcijevimi tokovi (Verhratsky, 1996).

Nevroni so zgrajeni iz telesa, krajsih izrastkov — dendritov in daljSega izrastka — aksona.
Telesa vecine nevronov sestavljajo centralni zivéni sistem, ki je pri vretencarjih zgrajen iz
mozganoV in hrbtenjace, pri nevretencarjih pa mozganov in nevralnih somitov — ganglijev.
Izrastki nevronov, ki izstopajo iz lobanje in vretenc, predstavljajo periferni zivéni sistem
(Randall et al., 2002).

2.1.1 VZBURIJENIJE ZIVCNIH CELIC

Vzburjenje potuje po nevronu od dendritov proti aksonu. Glede na smer prevajanja signala
razlikujemo, aferentne nevrone, ki prevajajo vzburjenje v smeri OZ in eferentne nevrone, Ki
prenesejo vzburjenje stran od OZ proti tarénim tkivom. Zivci so zgrajeni iz vejega Stevila
nevronov in tako so tudi zivci lahko aferentni ali senzoricni ter eferentni ali motori¢ni.

Poznamo tudi Zivce meSanega tipa.
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Bistvo zivénega sistema je povezava in usklajevanje delovanja organov. Organi so tako
medsebojno povezani z zivci, ki prevajajo impulze od enega do drugega zivca. Sam proces
prevajanja poteka na membrani nevrona. Zivéni impulz imenujemo tudi akcijski potencial.
Sprozi ga trenutna sprememba v napetosti membrane, ki je posledica vecje prepustnosti
membrane za Na* ione. Posledica te spremembe napetosti je bolj pozitivno nabita notranjost
celice in to stanje imenujemo depolarizacija. Takoj za depolarizacijo se spremeni tudi
prevodnost membrane za K ione, ki vdrejo iz celice. Ta proces imenujemo repolarizacija.
Prvotno stanje, mirovnega membranskega potenciala, vzpostavi Na*, K*ATP-aza. Samo
vzburjenje zivéne celice je posledica delovanja stimulusov iz okolja.

Vzburjenje zivéne celice deluje po pravilu »vse ali ni¢« - ko se preseze vzdrazni prag, se

sprozi maksimalni mozni odgovor (Strus, 2002).

2.1.2 POVEZAVE MED NEVRONI - SINAPSE

Nevroni med seboj komunicirajo s sinapsami, to so razli¢no Siroki prostori med terminalnim
delom ene Zivéne celice in sprejemnim delom druge zivéne celice. Locimo kemicne in
elektri¢ne sinapse. Za elektri¢ne sinapse je znacilno, da se elektri¢ni impulz prenasa
neposredno, prenos je tako hitrejsi. Elektri¢ne sinapse prevladujejo med nevroni v gladkih
miSicah, pogoste so v mozganih. Med kemi¢nimi sinapsami pa se impulz ne prenasa
neposredno, temvec¢ s pomocjo signalnih molekul (npr. acetilholin, noradrenalin,
histamin,...). Taka sinapsa je zgrajena iz presinapti¢nega nevrona — navadno je to terminalni
del aksonov, sinapti¢ne $pranje in iz postsinapti¢ne Zivéne celice, ki je lahko del iste ali druge

zivéne celice (Randall et al., 2002).

2.2 CELICE GLIJE

Telesa zivénih celic in aksone obdajajo celice glije, ki jih je v OZ sistemu vretendarjev lahko
tudi do 50-krat ve¢ kot nevronov (v ¢loveskih mozganih jih je priblizno desetkrat ve¢ kot
zivénih celic (Pangersic, 2006)). Ime glija izhaja iz grske besede za lepilo, saj je dolgo veljalo,
da celice glije povezujejo, lepijo skupaj ostale celice (Kandel et al., 1991). Sele kasnejse
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histoloske tehnike z uporabo kovinskih barvil, ki sta jih razvila Golgi in Cajal, so omogocile

opredelitev glije kot samostojnih celic v OZ (Krzan, 2001).

OLIGODENDROCIT
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E AST
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Slika 1 : povezave med nevroni in celicami glije (povzeto po Allen in Barres, 2009)

Danes vemo, da imajo celice glije $tevilne vitalne vloge v Zivénem sistemu;

- sluzijo kot podporni element, nudijo ¢vrstost in vzdrzujejo strukturo mozganov

- oligodendrociti, Schwanove celice producirajo mielin in tako predstavljajo izolacijsko
snov na aksonih

- nekateri tipi celic glije so pomembni pri razvoju mozganov, saj sodelujejo pri usmerjanju
migracije nevronov

- pomembne so pri regeneraciji Zivénega tkiva, ker se povezujejo s krvnimi zilicami

- imajo prehransko vlogo

- aktivno izlo€ajo uc¢inkovine, ki omogocajo rast, razvoj in prezivetje nevronov

-z reguliranjem koncentracije K* in pH vzpostavljajo homeostazo zunajceli¢nega prostora
Za vzpostavljanje homeostaze je pomembno tudi njihovo odstranjevanje

nevrotransmitorjev (Kandel et al., 1991).
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Celice glije v OZ imenujemo nevroglija. Kot omenjeno se celice glije razlikujejo po funkciji,
lo¢imo pa jih tudi po obliki. Znacilnost vseh je, da so to celice bogate z glikogenom in

masc¢obami.

V grobem lahko glijo razdelimo na
- mikroglijo; znacilne za mikroglijo so ameboidne celice, sposobne fagocitoze.
Embriolosko te celice niso sorodne nevronom ali ostalim celicam glije, izvirajo
namre¢ iz mezoderma. To so npr. fagociti, ki se mobilizirajo ob poskodbi, infekciji ali
bolezni (Strus, 2002);
- makroglijo, kamor uvr§¢amo :

- oligodendrocite, ki tvorijo mielinske ovojnice v OZ in tako predstavljajo izolacijsko

SNnov;

- Schwannove celice, ki imajo podobno vlogo v perifernem Zivénem sistemu,

- dalec najstevil¢nejse celice glije pa so astrociti (Kandel et al., 2000).

2.2.1 ASTROCITI

Ime so celice dobile, zaradi svoje spremenljive in nepravilne oblike ter dolgih izrastkov, kar
lahko spominja na zvezdo. So edine celice, ki vsebujejo glijalno fibrilarno kislo beljakovino
— GFAP (angl. »glial fibrillary acidic protein«). Prav na podlagi te beljakovine jih lahko
dolo¢imo s pomocjo imunohistokemijskega barvanja. Ravno to barvanje pa je bilo zavajajoce,
saj se GFAP moc¢no izraZa le okrog jedra ter v primarnih in sekundarnih izrastkih, novejse
citosolne tehnike barvanja pa so razkrile Stevilne manjSe, mo¢no razvejane tanke izrastke.

Tako danes vemo, da je oblika astrocitov pravzaprav poligonalna (slika 1) (Pangrsi¢, 2006).
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20 pm

Slika 2 : Astrociti vzgojeni iz korteksa neonatalnih podgan v primarni kulturi in barvan z GFAP (1:1000). Slika

je bila posneta na Referenénem Carl-Zeiss centru za konfokalno mikroskopijo v Laboratoriju za

nevroendokrinologijo in celi¢no fiziologijo, PAFI.

Eno izmed pomembnejsih odkritij, ki je vodilo k kasnej$im raziskavam astrocitov, je bilo, da
te celice po stimulaciji s signalnimi molekulami spros¢ajo razli¢ne Zivéne prenaSalce,
citokine, rastne dejavnike in molekule zunajceliénega matriksa ter tako aktivno posegajo v
dogajanje v OZ (Krzan, 2001). Med drugim so ugotovili, da primarne kulture astrocitov,
vzgojene iz mozganske skorje novorojenih podgan, spros¢ajo pod vplivom histamina,
povecane koli¢ine razliénih nevrotrofiénih dejavnikov — NGF in BDNF, ki sta nujna za
razvoj, diferenciacijo in vzdrzevanje sinapti¢ne plasti¢nosti nevronov (Lipnik-Strangelj,
Carman-Krzan, 1998).

Te dejavnike bi morda v prihodnosti lahko uporabili za zdravljenje nevrodegenerativnih
bolezni in mozganskih poskodb (Krzan, 2001).

V skladu s spremembami v okolju lahko spreminjajo svojo obliko in funkcijo.
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2.2.1.1 ASTROCITI V RAZLICNIH ZIVLJENJSKIH OBDOBJIH

Najzgodnejse diferencirane celice glije imenujemo radialna glija in iz nje se v razvojnem
obdobju razvijejo tudi astrociti. V tem obdobju astrociti izlocajo adhezivne molekule in
proteine medcelicnega matriksa ter tako usmerjajo proces migracije nevronov ter rasti
njihovih aksonov in nastanek sinaps. Prav tako je v tem obdobju pomembno njihovo izlo¢anje
nevrotrofi¢nih faktorjev, ki uravnavajo morfologijo, rast, diferenciacijo ter prezivetje

dolocenih nevronskih skupin ter citokine, ki so troficna podpora nevronom in celicam glije.

V odraslem obdobju lo¢imo razli¢ne tipe astrocitov. Na obliko vpliva predvsem aktivnost
zivénih konéi¢ev v njihovi neposredni blizini — tako npr. vezava noradrenalina na

adrenergi¢ne receptorje beta vpliva na razvejanje astrocitov (Krzan, 2001). Protoplazmatski

astrociti se nahajajo predvsem v sivi substanci, vlaknasti v belini, poznamo pa Se

specializirane astrocite npr. Bergmannovo glijo in Miillerjeve celice (Krzan, 2001).

2.2.1.2 FUNKCIJE ASTROCITOV

Ena izmed pomembne;jsih vlog astrocitov je tvorba presledkovnih stikov in s tem vzpostavitev

medceli¢ne komunikacije z nevroni, predvsem z uporabo kalcijevih ionov.

Astrociti nudijo oporo in vzdrzujejo obliko mozganov, saj vsebujejo intermediarne filamente

iz glijalne fibronske kisline.

Pretvarjajo glukozo, ki jo perivaskularni astrociti privzemajo neposredno iz mozganskih zil, v

glikogen in z njim oskrbujejo nevrone, tako lahko govorimo o prehranski vlogi astrocitov.

Pri nizjih organizmih z izrastki, imenovanimi »perivascular feet«, utrdijo kapilare in tvorijo
krvno-mozgansko pregrado. Pri visjih organizmih pa tvorijo krvno-mozgansko pregrado

skupaj Se z endotelijskimi celicami in periciti.

Ko nevroni posredujejo signal, sprostijo nevrotransmitorje ter K* ione, astrociti absorbirajo te

substance in tako preprecijo kopicenje snovi v tkivni tekocini (Kandel et al., 1991). Pred
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previsoko koncentracijo amoniaka $¢itijo tako, da privzeti amoniak uporabijo za tvorbo
inertnega glutamina, pri tem pa porabijo Se s pomocjo transportnih prenasalcev privzet
glutamat. Glutamat se v astrocitih z glutamin sintetazo pretvori v glutamin, ta se prenese v
nevrone in tam ponovno pretvori v glutamat (Krzan, 2001). Astrociti so pomemben regulator

vzdrzevanja homeostaze.

Poleg prej omenjenih transporterjev za glutamat, so na astrocitih dokazali tudi obstoj
transporterjev za aspartat/glutamat, glicin, GABA ter biogene amine. Zanimivo je dejstvo, da
je gostota transporterjev za ekscitatorne nevrotransmiterje na astrocitih Se vecja kot na
nevronih samih, kar ponovno dokazuje, da astrociti v OZ niso le v pasivni vlogi (Nestler et
al., 2001).

Astrociti pa imajo vlogo tudi pri patoloskih procesih. Mirujoc¢i astrociti se spremenijo v
reaktivne celice, za katere je znacilno, da so vecji, vsebujejo veé¢ glikogena in citoskeletnih
proteinov, izlo¢ajo vec trofi¢nih faktorjev, citokinov, encimov in imajo visjo frekvenco
delitve ter tako sproZijo proces regeneracije ter brazgotinjenja. Do sedaj Se ni znano kaj sprozi
proces prehoda iz mirujo¢e v aktivno obliko. Prav tako ni znano ali ima ta proces res
pozitiven u¢inek. Ob aktivaciji astrociti lahko tudi nabreknejo in zmanj$ajo lumen kapilar, kar
povzroc¢i zmanj$ano prekrvavljenost ter zmanjsanje prostora izven celic. Posledi¢no se poveca

koncentracija ionov v izvencelicnem prostoru, to pa negativno vpliva na nevrone.

Tipi¢na reakcija astrocitov na mozgansko poSkodbo je reaktivna glioza, za katero je znacilna

hkratna proliferacija mikroglije in hipertrofija astrocitov (Krzan, 2001).

2.3 KRVNO-MOZGANSKA PREGRADA

Za nemoteno signalizacijo med nevroni je nujna stalna koncentracija ekstracelularnih ionov
ter zelo natanéno nadzorovano spros$¢anje, ponovni privzem in metabolizem

nevrotransmitorjev (Nestler et al., 2001).

Krvno-mozganska pregrada predstavlja mejo med osrednjim Zivéevjem in ostalim telesom
(Abbott et al., 2006). Ena izmed najpomembnejsih nalog krvno-mozZganske pregrade je

vzdrzevanje homeostaze v osrednjem zivéevju, deluje kot nekaksen filter. V fizioloSkih
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razmerah krvno-mozganska pregrada prepusca le v mascobah topne, majhne molekule (temu
Kriteriju ustrezajo alkohol, nikotin, kofein in antidepresivi (http://www.mcmanweb)). Na ta
nacin so mozgani varovani pred morebitnimi povzrocitelji bolezni, toksini in drugimi
polarnimi snovmi v krvi. Onemogocen pa je tudi vstop vecini zdravil. Dodatno varovalo
predstavljajo prenasalni proteini (glikoprotein P), ki regulirajo iztok telesu tujih snovi. Ce
zdravilu (npr. antiepileptik karbamazepin, nekateri antipsihotiki) uspe preiti krvno-mozgansko
pregrado, ga glikoproteni-P hitro odstranijo iz osrednjega Zivénega sistema. Za prenos
hidrofilne snovi iz krvi v moZgane pa mora obstajati specifi¢en prenasalni sistem. V krvno-
mozganski pregradi se nahajajo prenasalci za glukozo, aminokisline, inzulin in transferin
(Nestler et al., 2001). Pomembno je tudi vedeti, da krvno-mozganska pregrada pri

novorojencih $e ni v celoti razvita .

Virusne in bakterijske infekcije mozganskih ovojnic povzrocijo spremembo prepustnosti
krvno-mozganske pregrade in pomembna laboratorijska diagnosti¢na znaka infekcije v
osrednjem ziv€evju sta prisotnost vnetnih celic in beljakovin v mozganski tekocini. Klini¢no
se meningitis odraza z glavobolom, motnjami zavesti (od zaspanosti do kome), vedenjskimi
motnjami (zmedenost, agresivnost). Ce so prisotni $e nevroloski znaki (tremor, epilepti¢ni

napadi), govorimo o meningoencefalitisu (Marolt-Gomiscek in Radsel-Medvescek, 1992).

2.4 NEVROTRANSMITORJI

Pri vecini glavnih zivénih poti v moZganih najdemo kemicni sinapticni prenos z

nevrotransmitorji.

Ali je vsaka kemi¢na snov v moZganih nevrotransmitor?

Ker so iz mozganov izolirali mnogo razli¢nih snovi, se je pojavila teznja po natan¢nejSem
definiranju pojma nevrotransmitor in tako je obveljalo, da mora snov, ki jo imenujemo
nevrotransmitor ustrezati naslednjim pogojem;

- sinteza mora potekati v nevronu

- prisotna mora biti v presinapti¢nih koncicih in se iz njih sprosc¢ati v zadostnih koli¢inah,

da ob aktivaciji izzove pri€akovano aktivnost na postsinapticni membrani
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- nevrotransmitor ne prehaja krvno-mozganske pregrade, njegove predsopnje pa jo
- ¢e snov dodamo eksogeno (kot zdravilo) posnema aktivnost, ki jo sprozi endogena
sprostitev

- obstajati mora specificen mehanizem, ki snov odstrani iz mesta delovanja (Kandel et al.,

2000).

Pri kemi¢nem prenosu med sinapsami se havadno spro$¢a malo nevrotransmitorja, pri

vretendarjih povprecno le 10* molekul/sinapso/akcijski potencial (Randall et al., 2002).

Do sredine prej$njega stoletja so poznali le tri nevrotransmitorje: acetilholin, adrenalin in

GABA. Danes poznamo ve¢ kot sto razli¢nih nevrotransmitorjev (Randall et al., 2002).

Kemicni prenos signala znotraj sinapse poteka v §tirih korakih. Zacetna stopnja je sinteza
nevrotransmitorja, ta se nato shranjuje v sinapti¢nih veziklih in se ob aktivaciji aksonskih
koncicev sprosca, sledi interakcija nevrotransmitorja in receptorja na presinapticni in
postsinapti¢ni membrani ter zakljuéni korak, odstranitev nevrotransmitorja z mesta delovanja
(Kandel et al., 2000).

2.4.1 PRENOS Z NEVROTRANSMITORIJI

Danes je znano, da znotraj kemi¢nega prenosa lo¢imo hiter prenos ter pocasnejsi prenos. Za
prvega je znacilno, da vezava nevrotransmitorja na specifi¢ne receptorje na postsinapti¢ni
membrani povzroci odprtje od ligandov odvisnih kanalCkov in s tem takoj$njo spremembo
polarizacije postsinaptiéne membrane. V vlogi nevrotransmitorja nastopajo majhne molekule,
Ki se sintetizirajo v aksonskem konc¢i¢u. Majhne molekule klasi¢nih nevrotransmitorjev lahko
nastajajo iz holina (acetilholin), amino kislin (biogeni amini, kamor sodi tudi histamin),
vmesnih stopenj metabolizma glukoze (GABA, glutamat). Za pocasnejsi kemicni prenos pa je
znacdilno, da vezava nevrotransmitorja na receptorje na postsinapti¢éni membrani povzroci
spros€anje signalnih molekul, kar sprozi modifikacijo ionskih kanalckov. Pri temu tipu
prenosa, poleg manjsih molekul, sodelujejo tudi ve¢je molekule, ki se tipi¢no sintetizirajo v
somi, iz ve¢ amino Kislin, imenujemo jih nevropeptidi. VV somi se zberejo v velikih veziklih,

ki se nato prenesejo v aksonske koncice.
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Odziv, ki ga sprozi integracija prenasalca in receptorja, imenujemo sinapti¢ni potencial.
Razli¢ni transmitorji sprozijo razlien sinapti¢ni potencial, ki pa je odvisen tudi od same
sinapse, njene geometrije, Stevila in lokacije receptorjev. Prav tako pa je aktivnost signala
odvisna od aktivnega privzema nevrotransmitorja preko transporterja, ki se nahaja v

plazemski membrani nevronov in celic glije (Bergles, 2001).

2.4.2 INAKTIVACIJA NEVROTRANSMITORJA

Kot receno, je za normalno delovanje zivénega sistema klju¢na tudi odstranitev
nevrotransmitorja z mesta delovanja. To prepreci stalno aktivnost sinapse in stanje
refraktarnosti. Znani so trije mehanizmi odstranitve nevrotransmitorja iz mesta delovanja;

difuzija, encimska razgradnja ter njegov ponovni privzem.

Z difuzijo se ziv¢ni transmitor $iri v medceliéni prostor. Znacilno je, da difuzija odstrani le
nekatere funkcije transmitorja, vendar u€inkuje hkrati na ve¢ kemijskih snovi. Vcasih zadosca

ze, da koncentracija nevrotransmitorja pade pod prag, ki ne vzdrazi receptorjev.

Encimska razgradnja lahko poteka v nevronu ali v nenevronskem tkivu. Gre za pomemben
mehanizem nadzora konstantne koncentracije nevrotransmitorja v kon¢i¢ih in njegove
inaktivacije v sinapsi. Pri razgradnji z encimi se nevrotransmitor razgradi na metabolite, ki so
neaktivni in tako nesposobni vezave z receptorji. Encimske poti razgradnje so pomembne tudi

v klini¢ni praksi, saj predstavljajo mesto delovanja zdravil.
Najpogostejsi mehanizem inaktivacije pa je privzem. Za vsak specificen tip nevrona je

znacilen karakteristi¢en mehanizem privzema, s specifi¢nimi transportnimi proteini (Kandel

et al., 2000), ki ta proces posredujejo.
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2.4.3 ZNACILNOSTI TRANSPORTNIH PROTEINOV, KI SODELUJEJO PRI PRIVZEMU
NEVROTRANSMITORJEV V OSREDNJEM ZIVCEVIU

Transporterji se nahajajo v nevronih in celicah glije. Studije v celicah glije, predvsem v
astrocitih, so pokazale izrazanje transporterjev za vse glavne nevrotransmitorje. Zakaj ravno
tu? Saj astrociti zmanjSujejo interakcije med sinapsama, s povecevanjem razdalje, ki jo mora
nevrotransmitor prepotovati, da doseZe receptor sosednje sinapse. Astrocitni transporterji tako

regulirajo trajanje vzdraznosti vsake individualne sinapse (Bergles, 2001).

Nevrotransmitorski transporterji so glikoproteini, iz priblizno 600 amino kislin (Bergles,

2001). Prisotni so v celi¢nih membranah zivénih in glijalnih celic.

Danes velja, da poteka privzem s transporterji tako, da transporter tvori poro skozi membrano,
Ki spominja na ionski kanal. Transport snovi skozi poro je odvisen od konformacije
transmitorja. Transport je reguliran prek dvojih vrat; ko so zunanja vrata odprta, se veze Na'.
To spremeni konformacijo transporterja, tako, da ta lahko veze transmitor. Po vezavi
nevrotransmitorja se zunanja vrata zaprejo, notranja pa odprejo, pride do odcepa ionov in
nevrotransmitorja. En cikel transporta traja priblizno 10-100 ms. Zaradi dolgotrajnosti
postopka je gostota transporterjev velika, prav tako njihova afiniteta za vezavo z

nevrotransmitorji (Bergles, 2001).

Antidepresivi, psihostimulanti (npr. kokain blokira privzem dopamina in noradrenalina,
Kandel et al., 2000) in antiepileptiki so zdravila, ki lahko inhibirajo dolo¢en transporter.
Problem teh zdravil je, da imajo podobno zgradbo kot nevrotransmitorji in tako vplivajo tudi
na druge procese v organizmu, saj s transmitorji tekmujejo za vezavna mesta na receptorjih
(Bergles, 2001).
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Slika 3 : Slika prikazuje mesta na nevronih in astrocitih, na katerih se nahajajo transporterji za

nevrotransmitorje. Vecino spro§éenega nevrotransmitorja privzame presinapti¢ni nevron. Privzeti
nevrotransmitor se lahko z vezikularnim transportom (VT) vraca v vezikle in ponovno sodeluje pri sinaptiénem

prenosu signala (ponovna uporaba prenasalcev) (povzeto po Perdan et al., 2009).

2.5 AMINERGICNI SISTEMI — HISTAMINERGICNI SISTEM

Nasi mozZgani iz okolja stalno sprejemajo informacije in oblikujejo nasa ob¢utja. ZmoZznost
mozganov, da oblikujejo subjektivni vidik informacije, je rezultat delovanja Stirih
aminergi¢nih sistemov, ki leZijo v centralnem Zivénem sistemu; serotoninski, dopaminski,
noradrenalinski in histaminski. Vsi sestojijo iz skupin nevronov v mozganih in hrbtenjaci.
Specifi¢nost sistemi doseZejo z razliénimi aferentnimi vkljucki ter s specificno lociranimi

receptorji v tar¢nih regijah (Brown et al., 2001).

V nadaljevanju se bom posvetila predvsem histaminergi¢nemu sistemu, sintezi histamina,

njegovemu sproscanju, metabolizmu ter delovanju v organizmu vretencarjev.
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Centralni histaminergicni sistem je tekom evolucije ostal skoraj nespremenjen. Spros¢anje in
pretvorbo histamina sprozijo razli¢ni, za organizem nevarni dejavniki; npr. dehidracija,
hipoglikemija, spremembe v krvnem tlaku in stres. V predelih, kjer je histaminska ozivCenost
majhna (hipokampus, mozgansko deblo), se vzburjenje histaminskih vlaken pojavi le v

ekstremnih okolis¢inah (Brown et al., 2001).

Morfoloska struktura histaminergi¢nega sistema, s skupki kompaktnih celic in Siroko
razprSenimi vlakni, spominja na ostale aminergi¢ne sisteme, kar nakazuje na morebitno vlogo
histaminergi¢nega sistema kot regulatornega centra celotne mozganske aktivnosti (Blandina

et al., 2004).

2.5.1 HISTAMINERGICNA VLAKNA

Z uporabo protiteles proti L-histidin dekarboksilazi in histaminu so natan¢no dolo¢ili lego in

porazdelitev histaminergi¢nih vlaken v telesu (povzeto po Yanai et al., 2007).

Gre za velike celice, povpreénega premera 25-30 mikrometrov, ki poleg histamina vsebujejo
Se druge nevroaktivne substance: GABA, adenozin, galanin, substanco P in druge (kar je
pomembno za modulacijo signala) (Brown et al., 2001). 1z povr§ine mozganov
histaminergi¢ni nevroni tako iztezajo dolge primarne dendrite, ki se cepijo na sekundarne, ti
pa oziv¢ujejo celotne moZgane in dele hrbtenjace. V mozganih so dendriti zgoSc¢eni predvsem
v sloju Purkinjejevih celic, telesa pa se nahajajo v hipotalamusu, tako histaminergi¢ni sistem
zagotavlja direktno povezavo teh dveh delov mozganov (Takemura et al., 2003). Tudi v
regijah z majhno gostoto histaminergi¢nih vlaken je elektrofizioloski vpliv histamina stalen.
Sprozitev vzburjenja je pocasna (podobna kot pri spodbujevalniku), rezultat tega je obsezen
akcijski potencial in dolgotrajna hiperpolarizacija. Histaminski nevroni so pod toni¢no
inhibitorno kontrolo spros¢enega histamina iz dendritov ali avtoreceptorjev Hs. Inhibitorno
nanje delujeta tudi GABA in galanin, ekscitatorni vpliv pa imajo acetilholin, oreksin in
glukoza (Brown et al., 2001). Histaminergi¢na vlakna niso mielinizirana in tvorijo malo

sinapti¢nih povezav (Blandina et al., 2004).
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Histaminergi¢ne nevrone so odkrili pri ve€ini vretencarjev (vkljuéno s ptici, kacami in ribami)
(Houhg 2006). Poudariti pa je potrebno, da se distribucija histaminergi¢nih vlaken,
receptorjev in encimov, ki sodelujejo pri metabolizmu, med zivalskimi vrstami razlikuje
(Takemura et al., 2003).

2.6 HISTAMIN

Histamin sta Windaus in Vogt sintetizirala leta 1907, njegov prvi u¢inek — stimulacija
maternice — pa je bil odkrit leta 1910 (Krzan, 1995).

Histamin je derivat amino kisline histidin. Tako histidin kot histamin vsebujeta znacilen pet-
¢lenski obro¢ z dvema atomoma dusika. Histamin je prekurzor dveh nevropeptidov;
karnozina, ki je kemijsko beta-alanil histidin ter homokarnozina, ki je beta-
aminobutirilhistidin (Kandel et al., 2000).

Kemijsko gledano je histamin 2-(4-imidazol)etilamin. Etilaminski del je znacilen za aminske

transmitorje, imidazolno jedro pa je posebnost histamina (Houhg, 2006).

N*or N© B
CH2\ /NH3+ CH2 NH3+
/ ; CH, ———— G \CH2/

HN
N'or Ntele N™ or NPos \Z/N

Slika 4 : Kemijska struktura histamina. Slika prikazuje dve tautomerni obliki. Na levi sliki sta poimenovana tudi

dusikova atoma. (povzeto po Houhg, 2006: str: 250 )

Najdemo ga v vecini telesnih tkiv, v ve¢jih koncentracijah se nahaja v pljucih, kozi in
gastrointestinalnem traktu. Na celi¢nem nivoju je prisoten v mastocitih in bazofilcih, v
povezavi s heparinom in kislimi proteini (Rang et al., 2007). Najvisje koncentracije »ne-
mastocitnega« histamina so dosezene v manjsih regijah posteriornega hipotalamusa (Brown et
al., 2001).
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2.6.1 VLOGA HISTAMINA

Histamin so dolgo prepoznavali le kot lokalni hormon, kot avtokoid, aktiven pri vnetnih
reakcijah (Kandel et al., 2000). Na u¢inek histamina v centralnem zivénem sistemu so bili
pozorni Sele v 50ih letih prejSnjega stoletja, ko so zaznali sedativni stranski u¢inek
antihistaminikov prve generacije (Osredkar et al., 2009). Danes vemo, da ima histamin v
osrednjem zivéevju mnogo funkcij, da je v povezavi z ostalimi aminergi¢nimi sistemi in da se

v OZ nahajajo §tirje podtipi histaminskih receptorjev, na katere se specifi¢no veze.

Histamin ima izven osrednjega Zivéevja vpliv predvsem na:

regulacijo in modulacijo imunskega sistema. Produkcija histamina je inducirana z

lipopolisaharidnimi interlevkini. S stimulacijo receptorjev H, pride do produkcije
vezikularnega endotelijskega rastnega faktorja, vezava histamina na receptorje H, pa se
odraza v kemotaksi mastocitov, proliferaciji celic T ter mutacijah dendritskih celic

(Ogasawara et al., 2006)

- iz mastocitov se sprosca z eksocitozo med vnetno ali alergi¢no reakcijo

-z vezavo na receptorje H; stimulira izlo¢anje Zelod¢ne kisline (iz klini¢nega vidika

najpomembnejsa vloga histamina)

- Ce se veze na receptorje Hy povzroci kréenje gladkih miSic ¢revesja in bronhijev (Rang et

al., 2007), z vezavo na receptorje H, pa sprozi kré¢enje misic maternice (Krzan, 1995).

Histamin je eden izmed glavnih mediatorjev, ki zmanjSajo pretok zraka v prvi fazi astme

-z delovanjem na receptorje H; histamin razsirja zile, z delovanjem na receptorje H, pa

ojaca in pospesi sréni utrip

- glavna patofizioloska vloga je, da deluje kot mediator pri slabosti in bruhanju (Rang et al.,
2007).

Znotraj osrednjega Ziv€evja pa histamin vpliva na:

- vzdrzevanje budnosti; nevroni histamina so razli¢no vzburjeni v fazi spanja kot v fazi

budnosti. Na cikel spanja in budnosti vpliva tako, da se veze na receptorje Hy in s tem
povzro¢i depolarizacijo holinergi¢nih in serotoninskih nevronov (Brown et al., 2001). Da

je histamin potreben pri stanju budnosti nadalje nakazujejo njegove interakcije z
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oreksinskimi nevroni. Oreksin je peptidni nevrotransmiter, ki vpliva na prehranjevanje in
stanje budnosti (Blandina et al., 2004);

- vzdrZzevanje ravnotezja tekocin, saj sprozi pitje in hkrati poveca izloCanje vazopresina, ki

sodeluje pri ve¢jemu odvajanju urina (Brown et al., 2001);
- prehranjevanje; antagonist receptorjev Hs zavre prehranjevanje, med tem, ko antagonist
receptorjev H; poveca zeljo po vnosu hrane;

- requlacijo temperature; z vbrizganjem histamina se pojavi hipotermija, vezava na

receptorje H, v posteriornem hipotalamusu je vpletena v izgubo toplote;

- histaminergi¢ni sistem predstavlja hipotalami¢no osnovo, ki vpliva na shrambo spomina,

ki bazira na emocijah. Eksperimentalno so ugotovili tudi, da farmakoloska blokada
receptorjev Hs pri odraslih podganah povecuje socialni spomin, pozornost in kognitivne
predstave (Blandina et al., 2004);

- obcutke bolecine; ¢e ga apliciramo v mozganske ventrikle je opazen blazilni u¢inek

(Brown et al., 2001). Ce ga apliciramo na koZo povzroca srbecico, saj stimulira konéice
senzori¢nih nevronov (Rang et al., 2007).

- obdutek strahu; vbrizganje antagonista receptorjev Hz v bazolateralno amigdalo zmanj$a
obcutek strahu, aplikacija agonista pa podaljSa reakcijski odziv na strah. Skladno s tem se
zmanj$a oz. poveca sproscanje acetilholina iz bazolateralne amigdale. Histamin torej na

obcutenje strahu vpliva z modulacijo holinergi¢nega tonusa (Blandina et al., 2004).

2.6.2 PODTIPI HISTAMINSKIH RECEPTORJEV

Do sedaj so bili odkriti $tirje podtipi histaminskih receptorjev, ki vsi sodijo v razred
histaminskih farmakoloskih receptorjev, ki za prenos informacije v celico potrebujejo
sklopitev z gvanin-nukleotid vezavnim regulatornim proteinom (proteinom G) (Krzan, 1995).

V mozganih se podtip Hs nahaja v nizkih koncentracijah (Osredkar et al., 2009).

Receptorji Hy so povezani z Gy11 GTP-hidrolaznim proteinom, ki ga aktivira vezava
histamina na receptor, to aktivira fosfolipazo C, tako, da ta pretvori fosfatidil-inozitol-4,5-
bifosfat v dva sekundarna sporocevalca — DAG (diacil glicerol) in IP; (inozitol-3-trifosfat), ki
se dalje veze na receptorje v endoplazmatskem retikulumu in tam povzro¢i spros¢anje Ca®'v

citoplazmo, kar pa blokira prepusc¢anje kalijevih ionov. Ta podtip histaminskih receptorjev je
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Siroko razsirjen v OZ, posebno veliko gostoto doseze v talamusu, korteksu, limbi¢nemu
sistemu in amigdali. Preko receptorjev Hj je histaminergi¢ni sistem povezan z
noradrenalinom, saj z vezavo nanje lokalno poveca spro$¢anje noradrenalina iz anteriornega
in posteriornega hipotalamusa (Brown et al., 2001).

Prav receptorji Hy so kljuéni pri vzdrzevanju cirkadianega ritma, v periferiji pa povzrocajo

.....

Aktivacija z receptorjem H, povezanega proteina G vodi v stimulacijo adenilil ciklaze in
povecanje produkcije sekundarnega sporocevalca cAMP (cikli¢ni adenozin 3,5-monofosfat),
ki vpliva na PKA (proteinsko kinazo A), ki nadalje lahko fosforilira tar¢ne proteine v citosolu,
na celi¢ni membrani ali pa se prenese v jedro in aktivira transkripcijski faktor CREB (CAMP-
response-element binding). Posebno velika gostota tega podtipa je v bazalnih ganglijih in v
hipokampalni formaciji ter talami¢nem jedru limbi¢nega sistema. Vezava histamina na
receptor H, ne vpliva na pretok Ca®*, temveé vpliva direktno na kalijev kanaldek (ki je tudi
eden izmed tar¢nih proteinov za delovanje PKA). Tako receptorji H, delujejo sinergisti¢no z
receptorji H; pri depolarizaciji celic preko blokade kalijeve prevodnosti (Brown et al., 2001).
Na periferiji so ti receptorji odgovorni za stimulacijo izlo¢anja Zelod¢ne kisline ter povisanje

in ojacanje srénega utripa (Osredkar et al., 2009).

Receptorji Hs so v mozganih prisotni v vseh slojih in delih mozganske skorje. Receptor Hs v
povezavi s proteinom G inhibira adenililciklazo. To zavre sintezo cAMP in privede do
inhibicije napetostno odvisnih Ca** kanalckov. V presinapti¢nih kongicih se inhibira
spros€anje transmitorja — v primeru histaminergi¢nega nevrona je transmitor histamin, torej
delujejo kot avtoreceptorji. Ker pa se nahajajo tudi na nehistaminergi¢nih nevronih, delujejo
kot heteroreceptorji in zavirajo spros¢anje drugih nevrotransmitorjev; npr. noradrenalina,
glutamata, GABA (gama-aminomaslena kislina) in drugih. Maksimalna inhibicija spros¢anja
teh nevrotransmitorjev je 60%, odvisno od ekstracelularne koncentracije Ca®* (Brown et al.,
2001).

Raziskave kazejo, da naj bi histamin pomembno vplival na uc¢enje in spomin. To pa naj bi
potekalo ravno preko aktivacije receptorjev Hs in posledi¢ne regulacije izlo¢anja acetilholina
(Blandina et al., 2004).

18



GRGUR V. Vpliv inhibitorjev encima histamin N-metiltransferaze na privzem histamina v astrocite.
Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

Receptorji Hy so bili odkriti pred kratkim (Tamaki et al., 2000). Po strukturi in specifiki
vezave so zelo podobni receptorjem Hs. Preferenc¢no se nahajajo v levkocitih in ostalih
imunskih celicah, v mozganih pa jih sprva sploh niso zaznali. Kasnejse raziskave so pokazale,
da se nahajajo tudi v mozganih, predvsem v sloju granularnih celic dentatnega girusa ter sloju
piramidalk v hipokampalni formaciji. Za odkritje njihove funkcije v OZ pa bodo potrebne
dodatne raziskave (Takemura et al., 2003).

2.6.3 SINTEZA, SPROSCANIJE IN INAKTIVACIJA HISTAMINA

Kot rec¢eno sodi histamin med biogene amine. Zanje je znacilno tudi to, da se ne sintetizirajo
po splosnih biokemic¢nih poteh (Kandel et al., 2000). V vseh delih telesa se histamin

sintetizira iz L-histidina.

Na periferiji poteka sinteza v Golgijevem aparatu mastocitov in bazofilcev s pomoc¢jo L-
aromati¢ne aminokislinske dekarboksilaze. Te celice sintetiziran histamin nato shranijo v

sekretorne granule (Rang et al., 2007).

Sinteza histamina v OZ pa poteée v enem koraku z dekarboksilacijo. Pri tem sodeluje encim
L-histidin dekarboksilaza v histaminergi¢nih nevronih (Kandel et al., 2000). Novo
sintetizirani nevralni histamin se transportira v histaminske nevralne vezikle z vezikularnim
monoaminskim transporterjem (VMAT?2). Depolarizacija nevralnih konc¢icev aktivira
eksocitotsko sprostanje histamina (gre za napetostno in od Ca** odvisen mehanizem). Po

sprostitvi histamin aktivira postsinapti¢ne in presinapti¢ne receptorje (Houhg, 2006).

H H
N N
| ;> hiztidin dekarboksilaza ] ,.>

M M
CH = CH.
.7 B
HG —NH; CH;

co, |

COO- NH.

Histidin: Histamin

Slika 5 : Shematski prikaz sinteze histamina s pomo¢jo encima L-histidin dekarboksilaze (povzeto po Nestler et
al., 2003: str. 208)
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Po sprostitvi histamina je klju¢nega pomena tudi njegova hitra odstranitev z mesta delovanja.
S tem se omeji trajanje sinapticne komunikacije kot tudi difuzija do ostalih sinapticnih mest,
onemogoci se recikliranje ter ponovna uporaba nemetaboliziranega histamina, kar posledi¢no
privede do redukcije potrebnih snovi za sintezo nevrotransmitorja de novo. Hiter vpad
koncentracije spros¢enega histamina je mozen, zaradi difuzije v ekstracelularno tekocino,
ponovnega privzema spro$¢enega nevrotransmitorja v presinapti¢éne nevrone, encimske
razgradnje ter transporta v presinapticno locirane astrocite, kjer tudi potece encimska
razgradnja (Perdan et al., 2009).

Pomembna pot inaktivacije histamina je njegov metabolizem. Metabolizira pa se po dveh
poteh:

- najpomembnejsa pot za razgradnjo histamina v moZzganih je metilacija z histidin N-
metiltransferazo (HNMT), ki je intracelularni encim, pri ¢emer nastane tele-metilhistamin.
Sledi $e oksidacija stranske verige tele-metilhistamina z diamino oksidazo (DAO) ali
monoamin oksidazo tipa B (MAO B) (oba sta znotrajceli¢na encima).

- druga pot pa je oksidativna deaminacija z ekstracelularno diamin oksidazo, ki tele-
metilhistamin pretvori v metilimidazolocetno kislino (Haddock et al., 1987, Ogasawara et
al., 2006).
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Slika 6 : Slika prikazuje sintezo in metabolizem histamina. Polna ¢rta prikazuje pot pretvorb histamina v OZ,

prekinjena ¢rta pa dodatno pot razgradnje izven OZ (povzeto po Houhg, 2006: str: 250).

V osrednjem Ziv¢evju sesalcev niso odkrili aktivnosti DAO. Do sedaj dokazana ekspresija
DAO je omejena na ledvica, prizeljc, posteljico in ¢revesje (Tahara et al., 2000), zato velja
mnenje, da je HNMT edini encim, ki inaktivira histamin ziv¢nega izvora. To trditev potrjujejo
tudi rezultati pridobljeni iz $tudije, v kateri so Takemura in sodelavci (2003) preverjali u¢inek
inhibitorja HNMT (S-[4-(N,N-dimethlaminobutyl]isothiourea) ter inhibitorja DAO
(aminogvanidin) na akumulacijo inozitol fosfata (IP). Opazili so, da inhibitor HNMT
premakne krivuljo koncentracija-odgovor za polovi¢no vrednost v levo, inhibitor DAO pa ni
imel efekta, kar dokazuje, da poteka razgradnja histamina v OZ s HNMT in ne z DAO
(Takemura et al., 2003).
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Predhodne $tudije so pokazale, da inhibicija HNMT s specifi¢nim inhibitorjem reducira
privzem histamina v zelod¢no mukozo pri zajcih. To dokazuje, da je privzem histamina

sklopljen z njegovo metilacijo (Tahara et al., 2000).

2.6.3.1 HISTAMIN N-METILTRANSFERAZA (HNMT)

Encim HNMT so nasli pri vseh vrstah vretencarjev. Njegova mocna ekspresija je bila potrjena
predvsem v ledvicah, jetrih, ¢revesju, prostati, ovarijih ter hrbtenja¢nih celicah (Horton et al.,
2005). Visoka koncentracija HNMT v gastrointestinalnem traktu nakazuje na njeno
pomembno vlogo pri inaktivaciji histamina iz hrane (Tahara et al., 2000). Osredkar in
sodelavci (2009) so na agaroznem gelu z dodatkom etidijevega bromida dokazali izrazanje

HNMT tako v mozganski skorji kot v astrocitih, vzgojenih iz mozganske skorje podgan.

Slika 7 : Izrazanje histamin N-metil-transferaze mRNA v skorji mozgan neonatalnih podgan ter v kulturi
astrocitov, pridobljeni iz iste mozganske regije. CYC (hi$ni gen ciklofilin) je pozitivna kontrola (povzeto po D.
Osredkar et al., 2009, vol.58, str: 99).

HNMT ima dve strukturni domeni, ki vkljucujeta metilni donor S-adenozil-L-metionin,

vezavno domeno ter histamin-vezavno domeno (Horton et al., 2005).
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Za ta citosolni encim je znacilna velika specifi¢nost za substrat. Zato preseneca dejstvo, da so
njegovi inhibitorji tako po kemijski strukturi kot farmakolosko gledano zelo raznolike spojine
(Horton et al., 2005).Tahara in sodelavci (2000) so v raziskavi odkrili, da je metoprin
(inhibitor HNMT) povecal znotrajceli¢ni nivo histamina v hipotalami¢ni regiji podganjih
mozgan. Aktivnost HNMT ima torej vpliv na koncentracijo ekstracelularnega histamina v

osrednjem zivéevju (Tahara et al., 2000).

Ker je histamin pozitivno nabita molekula in kot taka nesposobna hitrega prehoda preko
membrane v intracelularni prostor, kjer se nahaja encim HNMT, prevladuje predvidevanje, da

obstaja visoko afinitetni transportni sistem za prenos histamina.

2.6.3.2 PRIVZEM HISTAMINA V CELICE, KJER DELUJE HNMT

Specifien transporter za histamin do danes $e ni znan. Obstajajo pa jasni dokazi, da
privzemajo histamin tako astrociti (Krzan et al., 2006) kot nevroni (Sakurai et al., 2005).
Odkrili so tudi visoko afinitetni privzem histamina v fotoreceptorje pri nevretencarjih
(Takemura et al., 2003). Transport histamina v nevrone je odvisen od Na*, CI" in HCO3’
(Sakurai et al., 2005), medtem, ko je transport histamina v astrocite odvisen le od prisotnosti
Na" (Krzan et al., 2006). Zadnje dokazuje tudi ob&utljivost privzema histamina v astrocite na
dodatek ouabaina (inhibitor Na*,K*-ATPaze) (Krzan et al., 2006, Perdan et al., 2010). Pri
odstranitvi zunajceli¢nega histamina pa naj bi astrociti, poleg aktivnega transporta, sodelovali
tudi z elektrodifuzijo. Ta proces naj bi prispeval k odstranitvi histamina ne glede na zunanjo
temperaturo in je odvisen od transmembranskega koncentracijskega gradienta *H-histamina
(Osredkar et al., 2009).

Ena od raziskav, ki so jo opravili Ogasawara in sodelavci leta 2006, pa prikaZe reSitev tega
vpraSanja v dveh hipotezah. Prva je hipoteza plazemske membrane, po kateri naj bi se HNMT
prenesla na plazemsko membrano in tako delovala na celi¢nem povrsju pod vplivom rastnih
faktorjev. Druga hipoteza pa predvideva, da sodelujeta transporterja za organske katione
(organic cation transporter) OCT2 in OCT3 tudi pri transportu histamina v celico.

Pri preverjanju prve hipoteze so dokazali, da se HNMT po receptorsko posredovanem
stimulusu (npr. epidermalni rastni faktor) transportira na plazemsko membrano. A so nadaljnji

poskusi pokazali, da membranska translokacija encima ne sodeluje pri metilaciji histamina,
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temvecC ima vlogo pri inhibiciji metabolizma encima. Torej je hipoteza transporta bolj verjetna

od hipoteze plazemske membrane (Ogasawara et al., 2006).

HISTAMIN METILHISTAMIN HISTAMIN METILHISTAMIN
Te— ¥

Morda dolocen signal povzroéi
strukturno spremembo

transporter histamina '

@ @ i
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HIPOTEZA TRANSPORTA MEMBRANSKA HIPOTEZA

Slika 8 . Shematski prikaz hipotez histaminske metilacije z histamin N-metiltransferazo (povzeto po Ogasawara
M. et al., 2006, str: 25)

2.6.3.3 TRANSPORTERIJI, KI BI LAHKO SODELOVALI PRI PRIVZEMU HISTAMINA

Ko govorimo o transporterjih imamo v mislih membranske proteine, katerih glavna funkcija
je olajsati pretok molekul v in iz celic (Perdan et al., 2009). Vecina membranskih
transporterjev je oligospecifi¢nih, specializiranih za prenos specifi¢nih metabolitov ali
hranilnih snovi. Polispecifi¢ni transporterji pa so sposobni sprejeti snovi razli¢nih velikosti in
struktur. Polispecifi¢ni organski kationski transporterji sodijo v druzini SLC22 (solute
carriers) in MATE (multidrug and toxic compound extrusion, pred kratkim odkriti sesal¢ji
protonsko kationski antiporterji) (Koepsell et al., 2007).

Za SLC transporterje je znacilno, da nimajo ATP-vezavnih mest, temve¢ delujejo v odvisnosti
od tokov Na*. SLC druzini pripadata dva velika razreda nevrotransmitorskih transporterjev na
celi¢ni membrani nevronov in celic glije, SLC1 in SLC6. V druzini SLC1 je visokoafinitetni
prenasalec glutamata. V SLC6 druZino sodijo transporterji za dopamin, serotonin,
noradrenalin, glicin in GABA. Biogeni amini pa se lahko prenasajo v nevrone in astrocite tudi
preko organskih kationskih transporterjev (OCT), ki sodijo v druzino SLC22, ta vsebuje tri
podtipe organskih kationskih transporterjev, ki jih imenujemo OCT1, OCT2 in OCT3. V
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primerjavi s transporterji iz druzin SLC1 in SLC6 imajo transporterji OCT nizko afiniteto za
vezavo molekul, a veliko vecjo kapaciteto prenosa (Perdan et al., 2009).

Transporterji OCT imajo znacilno zgradbo. Sestojijo iz 12 alfa-helikalnih transmembranskih
domen, intracelularnega konca N, velike ekstracelularne glikozilirane zanke med prvo in
drugo transmembransko domeno, intracelularne zanke s fosforiliranimi mesti med Sesto in
sedmo transmembransko domeno ter intracelularnega konca C (Koepsell et al., 2007). OCT1
se nahajajo predvsem v epitelnih celicah in nekaterih nevronih, pri ¢loveku se najmoc¢neje
izrazajo v jetrih, nasli pa so jih tudi v tumorskih celicah. Tudi OCT?2 se izrazajo v celicah
epitelov in nevronskih celicah, najmocneje pa so izrazeni v ledvicah. OCT3 transportni sistem

VAR

(Ogasawara et al., 2006).

Za transporterje OCT je znacilno, da so sposobni transporta strukturno zelo razli¢nih
organskih kationov ter Sibkih baz, ki so pri fizioloSkem pH pozitivno nabite. OCT tako
prenasajo endogene substance, zdravila ter ksenobiotike. Prenos poteka na elektrogen nacin,
kar dokazuje tudi dejstvo, da se spro§¢anje histamina poveéa z visoko koncentracijo K* ionov
(Huszti 2003) in je neodvisen od Na*. Prenos organskih kationov preko plazemske membrane

je mozen v obeh smereh (Koepsell et al., 2007).

Pokazalo se je, da ima OCT3 zelo visoko afiniteto za prenos histamina. A naj bi sluzil
predvsem pri prenosu ne-nevronskega histamina, npr. pri prenosu histamina v bazofilce. To
potrjuje tudi Studija z uporabo inhibitorjev OCT (decinij-22 in kortikosterona), ki ni pokazala
znacilne razlike v primerjavi s kontrolnim poskusom, kar dokazuje, da OCTS3 transporterji ne

sodelujejo pri privzemu histamina v astrocite (Perdan et al., 2009).

Aktivnost transporterjev se stalno spreminja glede na spremembe mikro okolja (Perdan et al.,
2009).
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2.6.3.4 INHIBICIJA HNMT

Inhibitorji HNMT strukturno in farmakolosko zelo raznolike molekule. Znacilno je, da
zasedejo vezavno mesto za histamin na encimu ter tako preprecijo vezavo histamina in

posledi¢no njegov metabolizem.

Kot inhibitorji HNMT delujejo npr. antagonist histaminskih receptorjev H; difenhidramin,
antiholinesterazno zdravilo takrin, antimalarik amodiakvin, citostatik metoprin in mnogi
drugi. Zanimivo pri tem je, da so vse nastete snovi velike in kompleksne molekule, histamin
pa je relativno majhna molekula. Kako je mozno, da se tako razlicne molekule vezejo na isto

Vezavno mesto?

Pri ugotavljanju strukturnih znacilnosti vezave inhibitorjev so ugotovili, da pri vezavi
inhibitorja pride do najvecje konformacijske spremembe na aromatskem obrocu na koncu N,
ta pa predstavlja eno steno aktivnega stranskega zepa, ki se tako lahko spreminja v velikosti.
Tako se aktivni zep z lahkoto prilagaja majhni molekuli histamina in veliki molekuli
inhibitorja. A kljub veliki fleksibilnosti v velikosti vezavne molekule, je povezava med
inhibitorjem in HNMT zelo moc¢na. Pri jakosti povezave igra odlo¢ilno vlogo polarni atom
inhibitorja (pri amodiakvinu je to 019, pri metoprinu pa sta to N11 in N14), saj ima ta
zmoznost tvorbe vodikovih vezi. Mo¢na vezava inhibitorja z HNMT pa je posledica tudi

velikega Stevila van der Waalsovih interakcij z molekulami inhibitorja (Horton et al., 2005).

2.6.3.4.1 METOPRIN
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Slika 9 : Shematski prikaz strukture metoprina (prirejeno po Horton et al., 2005, str: 338).
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Metoprin poleg ze omenjene inhibicije HNMT, inhibira tudi dihidrofolatno reduktazo, kar
zmanjSa celi¢ni metabolizem folne kisline ter celi¢no rast. Metoprin je lipidotopen in kot tak

zmozen preckanja krvo-mozganske bariere (http://www.cancer.gov/).

Metoprin se specificno veze na HNMT, tako da se z aromatskim obroc¢em globoko zasidra v
aktivne zepe encima. Diklorofenolni obro¢ se veze na hidrofobno mesto encima, pirimidinski

obro¢ pa v blizino Glu28 (Horton et al., 2005).

2.6.3.4.2 AMODIAKVIN

X
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Slika 10 : Shematski prikaz strukture amodiakvina. (povzeto po wikipedia.com)

Amodiakvin se uporablja kot antimalarik, primeren je za zdravljenje okuzbe s Plasmodium
falciparum, predvsem pri ljudeh, ki Zivijo oz. se dalj ¢asa nahajajo na podro¢jih, kjer lahko
pride do okuzbe. Amodiakvin se veze na jedrne proteine in inhibira DNA ter RNA
polimerazo. Visoke koncentracije amodiakvna so nasli v lizosomih parazita, kar parazitu
preprecuje metabolizem hemoglobina, od ¢esar je energetsko odvisen. Poleg tega
amodiakvine deluje tudi protivnetno (http://www.malariaipca.com/). Sam mehanizem
prehajanja amodiakvina v moZgane ni znan, jasen pokazatelj, da vanje prehaja, so nezeleni

ucinki, ki jih tam povzroca (Phillips-Howard, 1995).

Presenetljivo pri vezavi amodiakvina na HNMT je, da se na eno molekulo encima veZeta kar
dve molekuli inhibitorja. Ena zasede aktivni zep, za to vezavo se domneva, da je
kompetitivna. Druga molekula amodiakvna pa se veze v globoki Zep na zunanji povrsini, §lo
naj bi za nekompetitivno vezavo. Prav kombinacija kompetitivne in nekompetitivne vezave
naj bi bila vzrok za naju¢inkovitejSo inhibicijo HNMT med znanimi inhibitorji (Horton et al.,
2005).
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2.6.4 KINETIKA PRIVZEMA HISTAMINA V NEONATALNE ASTROCITE

Privzem histamina v neonatalne astrocite je odvisen od temperature ter ¢asa inkubacije.
Privzem se pojavi tako pri nizkih temperaturah (4°C) kot pri vi§jih temperaturah (37°C), a je
pri nizkih znatno nizji. V obeh primerih pa sprva, s podaljSevanjem ¢asa inkubacije, narasca
ter doseze plato pri 20 minutni inkubaciji. Najvisji privzem 3-Hhistamina v neonatalne
astrocite podgan, ki so ga zabelezili D. Osredkar in sodelavci, je bil, po 20 minutni inkubaciji
pri 37°C, 670 + 85 fmol/mg proteinov. Pri visoki temperaturi k odstranitvi histamina znatno
prispevata tako pasivni transport (difuzija) kot aktivni transport, pri nizkih temperaturah pa je

aktivni transport nepomemben (Osredkar et al., 2009).
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Slika 11 : Prikaz Gasovnega privzema >H-histamina v primarne kulture neonatalnih astrocitov podgan. Celice so
bile inkubirane v pufru za privzem pri 37°C (polni simboli) ter pri 4°C (prazni simboli). Vsaka tocka predstavlja
srednjo vrednost + SEM poskusa (n=6). Privzem *H-histamina pri 4°C je bil znag&ilno nizji (p<0.0002) kot

privzem merjen pri 37°C (Osredkar D. in sodelavci., 2009).
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Rezultati predhodnih poskusov so dokazali tudi, da je privzem histamina od koncentracije
odvisen, nasitljiv proces. Histamin se v neonatalne astrocite privzema s Ky, 3,5+ 0,8 uM in

Vmax 7,9 = 0,3 pmol/mg proteinov /min (Papler T in Pecavar B, 2006).
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Slika 12 : Slika prikazuje hitrost privzema histamina v astrocite.
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3. MATERIAL IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

Vsi mediji za gojenje celi¢nih kultur, razen fetalnega govejega seruma, ki ga izdeluje
Cambex, Belgija, so proizvod tovarne GIBCO, Velika Britanija. Uporabljene so bile Se
naslednje snovi: [*H]-histamin (66,7 GB g/mmol) Perkin Elmer, ZDA, amodiakvin Sigma,
ZDA in metoprin Burroughs Wellcome Co., ZDA.

3.2 METODE

3.2.1 ZIVALI

Za pripravo primarnih kultur astrocitov smo uporabili moZganske skorje tri dni starih
mladi¢ev podgan obeh spolov seva Wistar po metodi Schwartzove in Wilsonove (1992). Vsi
postopki na zivalih so bili opravljeni v skladu z dovoljenjem Veterinarske uprave Republike
Slovenije za izvajanje poskusov na zivalih $t. 323-02-232/2005/02 ter s smernicami za delo s
poskusnimi zivalmi, ki ga je izdal Komite za zaS$¢ito Zivali Nacionalnih InStitutov zdravja,

Bethesda, ZDA.

3.2.2 PRIPRAVA PRIMARNIH CELICNIH KULTUR ASTROCIT

Poskusne Zivali je z dekapitacijo evtanaziral tehnik, ki ima za izvajanje evtanazacije
poskusnih zivali dovoljenje. Iz lobanje je nato previdno odstranil mozgane in jih potopil v
raztopino Leibowitz L-15 (ki vsebuje BSA — serumski goveji albumini, gentamicin in L-15).
Nato je odstranil mozganske ovojnice in mozgansko skorjo. Po tem smo tkivo prenesli v 15
mililiterske centrifugirke, dodali raztopino L-15 ter s pomocjo pipet in igel razli¢nih svetlin,
mehansko razdrobili mozgansko tkivo. Sledilo je 4 minutno centrifugiranje pri 1200
obratih/minuto. Po centrifugiranju smo supernatant odlili, usedlino pa zopet mehansko
razdrobili v raztopini L-15 ter ta postopek ponovili tri-krat. Kon¢no usedlino smo $e precedili

preko sterilnega niteksa ter ponovili centrifugiranje pri 1200 obratih/minuto. Po kon¢anem
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postopku smo v vsako gojitveno steklenicko prenesli skupno 15 mililitrov tekocine, ki je
vsebovala v postopku pridobljene celice ter gojitveni medij.

Medij za gojenje astrocitov je imel naslednjo sestavo: gentamicin, piruvat, L-glutamat, fetalni
kravji serum ter po Dulbeccu modificiran Eagleov medij (DMEM), z visoko koncentracijo

glukoze.

Celice smo nato v gojitvenih steklenickah vzgajali v inkubatorju pri 37°C, v meSanici 95%
zraka in 5% COs..

Medij smo med gojitvijo menjali 2-3krat tedensko, dokler niso kulture prvi¢ postale
konfluentne. Takrat smo celice stresali preko noci pri 225 obratih/minuto in naslednje jutro

zamenjali gojitveni medij. Ta postopek smo ponovili dvakrat.

Po ponovitvi postopka smo odlili medij in dodali 4 ml tripsina, inkubirali 20 minut in nato Se
mehansko, s strgalcem, odlepili celice od podlage. Odlepljene celice smo prenesli v nove
gojitvene posode in inkubirali preko noci. Postopek tripsinizacije smo ponovili in zopet gojili
preko noci v svezem mediju. Nato smo prenesli astrocite v gojilne posode z 12 petrijevkami

(v vsako smo dali priblizno 1 ml medija z celicami).

Za nadaljnje raziskave smo torej uporabili astrocite po treh tednih gojenja v drugi pasazi.

3.2.3 PRIVZEM HISTAMINA

Odstranili smo gojitveni medij in plosce s celicami dvakrat sprali z 1 ml pufra za privzem s
CaCly, ki smo ga po spiranju odlili. Nato smo v vsako petrijevko s konfluentnimi astrociti
dodali pufer s CaCl, in razli¢ne koncentracije testnih snovi, ki so opisane v nadaljevanju.
Vsaka koncentracija je bila dodana v treh paralelkah. Privzem histamina se bo zacel z
dodatkom 125 nmol/L H-histamina. Po prete¢enem &asu (20 minut) smo reakcijo ustavili
tako, da smo posodice polozili v ledeno kopel in hitro odstranili inkubacijski medij. Sledilo je
trikratno spiranje posodic s celicami z ledeno mrzlim pufrom, ki ni vseboval CaCl,. Sledila je
Se denaturacija z 0,6 ml 0,5 M NaOH, ki je povzrocila odstopanje celic. Na koncu smo celice

Se stresali na stresalniku 10 min pri 200 obratih/min.
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V 0,5 ml vsakega vzorca smo izmerili radioaktivnost s scintilacijskim $tevcem (Mikrobeta,
Perkin Elmer, ZDA), v preostanku vzorca (0,1 ml) pa koncentracijo proteinov s pomocjo

metode BioRad.

3.2.3.1 TESTNE SNOVI

-  FETALNI GOVEJI SERUM - FBS

Zanimal nas je vpliv dodatka 10% govejega seruma na privzem histamina v astrocite, zato
smo v polovico petrijevk s konfluentnimi astrociti poleg pufra s CaCl, dodali se 10% FBS ter
v nekaterih poskusih tudi razli¢ne koncentracije testnih snovi, ki so opisane v nadaljevanju.
Fetalni goveji serum je plazma, ki ostane po koagulaciji krvi. Fibrinogen se pretvori v fibrin,
vsebuje malo antiteles ter veliko rastnih faktorjev. Glavna komponenta je BSA — serumski

albumin.
- AMODIAKVIN

Preverjali smo vpliv amodiakvina na privzem histamina. V vsako od petrijevk s konfluentnimi
astrociti smo dodali eno od koncentracij amodiakvina — 102 M, 10* M, 10°M, 10°M, 107 M,
10° M.

- METOPRIN

Zanimal nas je tudi inhibitorni vpliv metoprina. V posodice za privzem s konfluentnimi
astrocitami smo dodali eno od koncentracij metoprina - 10°M, 10* M, 10° M,
10°M, 10" M, 10° M.

Preverjali smo tudi u¢inek obeh inhibitornih snovi ob hkratnem delovanju. V tem delu
poskusa smo v vsako od petrijevk s konfluentnimi astrocitami dodali eno od izbranih
koncentracij amodiakvina ter metoprina - 10> M metoprin + 102 M amodiakvin, 10° M
metoprin + 10 M amodiakvin, 10* M metoprin + 10 M amodiakvin.
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3.2.4 DOLOCANIJE KONCENTRACIJE PROTEINOV

Za dolocanje proteinov smo uporabili metodo po Bradfordovi (BioRad).

3.2.5 ANALIZA PODATKOV

Vse poskuse smo izvedli v treh paralelkah in veckratnih ponovitvah. Vse vrednosti so
oznacene kot aritmeti¢na sredina + standardna napaka aritmeti¢ne sredine (SEM). Kineti¢ne
parametre privzema smo izrac¢unali s pomocjo racunalniskega programa Prism4, verzija 4.00
(GraphPad Software Inc., San Diego ZDA). Statisti¢no razliko smo izracunali s Studentovim
t-testom ali enosmerno analizo variance in Bonferronijevim testom.

Statisti¢no znacilno razliko predstavlja vrednost p< 0,05.
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4. REZULTATI

Predhodne raziskave potrjujejo trditev, da astrociti privzemajo histamin. Privzem je
temperaturno in ¢asovno odvisen proces (Osredkar et al., 2009). Hkrati pa so Haddock in
sodelavci (1987) ugotovili, da se privzem histamina v endotelijske celice ¢loveka poveca, ¢e
povecamo koli¢ino dodanih proteinov. Zato nas je zanimalo ali dodatek 10% FBS pufru za

privzem vpliva tudi na privzem histamina v astrocite.

Kot receno, je inaktivacija nevrotransmitorja zelo pomemben korak pri pravilnem delovanju
transmitorjev. V nasi raziskavi smo iskali predvsem soodvisnost privzema ter metabolizma
histamina v astrocitih kot pomembnega dejavnika inaktivacije. Osredotocili smo se na vpliv
dveh inhibitorjev HNMT — metoprina in amodiakvina — na privzem histamina v astrocite.
Proucevali smo tudi njun hkratni u¢inek. Ker omenjeni zdravili u¢inkujeta intracelularno, nas

je zanimalo ali se morda privzemata v celico preko istega transportnega sistema kot histamin.
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4.1 PRIVZEM HISTAMINA V NEONATALNE ASTROCITE V ODVISNOSTI OD
TEMPERATURE
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Slika 13 : Graf prikazuje koncentracijsko odvisnost privzema (20 min) *H-histamina v kulture neonatalnih
astrocitov v odvisnosti od temperature. Polni simboli predstavljajo rezultate pridobljene pri inkubaciji pri 37°C,

prazni pa pri 4°C. Vsaka to¢ka predstavlja srednjo vrednost + SEM (n=6).

Iz grafa koncentracijske odvisnosti privzema histamina v neonatalne astrocite podgan je jasno
razvidno, da poteka privzem tako pri nizki temperaturi (4°C) kot pri vi§ji temperaturi (37°C).
Ne pri nizki, ne pri visoki temperaturi ni bil proces nasitljiv. V obeh primerih privzem narasca
z nara$¢anjem koncentracije ®H- histamina. Razvidno pa je tudi, da so vrednosti privzema pri

vi§ji temperaturi znatno visje.
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4.2 VPLIV DODATKA 10% FBS PUFRU ZA PRIVZEM NA PRIVZEM HISTAMINA
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Slika 14 : Rezultati predstavljajo koncentracijsko odvisnost privzema *H- histamina pri 37°C v kulture

neonatalnih astrocitov ter vpliv FBS. Kulturi neonatalnih astrocitov smo dodali pufer za privzem (polna ¢rta na
grafu) ali pufer za privzem, ki smo mu dodali 10% FBS (Grtkana érta na grafu) ter razli¢ne koncentracije *H-

histamina. Po 20 minutah smo privzem prekinili. Vsaka toc¢ka predstavlja srednjo vrednost + SEM (n=6).

Grafi¢no predstavljeni rezultati kaZejo na to, da privzeta koli¢ina *H-histamina v neonatalne
astrocite podgan naraica skupaj z nara§¢anjem koncentracije *H-histamina tako pri uporabi
pufra za privzem, kot ¢e uporabimo pufer za privzem z dodatkom 10% FBS. Proces ni bil
nasitljiv tudi, ko smo uporabili najvisje koncentracije histamina. Jasno pa je razvidno tudi, da
dodatek 10% FBS znatno zniZa privzem *H-histamina v neonatalne astrocite podgan. Dodatek
FBS v inkubacijski medij pomakne krivuljo koncentracijske odvisnosti privzema histamina v
desno, kar pomeni, da FBS preprecuje privzem histamina v astrocite neonatalnih podgan v

primarni kulturi.

V nadaljnjih poskusih smo proucevali vpliv inhibitorjev HNMT na privzem histamina.
Uporabili smo metoprin in amodiakvin v dveh eksperimentalnih razmerah: v inkubacijskem

mediju z in brez prisotnosti FBS.
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4.3 VPLIV METOPRINA NA PRIVZEM HISTAMINA V NEONATALNE
ASTROCITE
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Slika 15 : Graf prikazuje vpliv metoprina na privzem *H-histamina. Astrocite smo 20 minut predinkubirali z
metoprinom, preden smo dodali $e *H- histamin. Privzem je potekal pri temperaturi 37°C, 20 minut. Vsaka to¢ka

predstavlja srednjo vrednost + SEM (n=6).

Iz nagih rezultatov je razvidno, da se pri nizkih koncentracijah metoprina (10, 107 in 10°) %
privzema *H-histamina povecuje. A povecanje privzema ni statisticno znacilno.
Dodatek FBS inkubacijskemu mediju privzem histamina najprej zniZa, kasneje pa ga poveca,

vendar statisticno neznacilno.

Socasno delovanje metoprina in amodiakvina statisticno zmanjSa privzem histamina. Enak

uc¢inek opazimo, ¢e privzem histamina izvedemo v mediju, ki vsebuje FBS (sliki 16 in 18).
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Slika 16 : Graf prikazuje primerjavo med metoprinom (MET) (10uM) ter amodiakvinom (AMK) (10uM) na
transport histamina v neonatalne astrocite. Astrocite smo predinkubirali 20 minut z metoprinom, preden smo
dodali 8e ®H- histamin. Privzem je potekal pri temperaturi 37°C. Po dvajsetih minutah smo privzem prekinili.

Vsaka to¢ka predstavlja srednjo vrednost + SEM (n=6).
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4.4 VPLIV AMODIAKVINA NA PRIVZEM HISTAMINA V NEONATALNE
ASTROCITE
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Slika 17 : Graf prikazuje vpliv amodiakvina na privzem *H- histamina ob dodatku FBS in brez dodanega 10%
FBS. Astrocite smo predinkubirali z amodiakvinom, nato smo dodali 3¢ *H- histamin. Privzem je potekal 20 min

pri temperaturi 37°C. Vsaka to¢ka predstavlja srednjo vrednost + SEM (n=6).

Povedevanje koncentracije amodiakvina zniZuje privzem *H-histamina v neonatalne astrocite
podgan. Skoraj enak trend upada je viden tudi, ¢e pufru za privzem dodamo 10% FBS, le da
se v tem primeru privzem zniza za priblizno 10% v primerjavi z inkubacijo le v pufru za
privzem. Dodatek FBS pomakne inhibicijsko krivuljo privzema histamina v astrocite

vzporedno Vv levo.
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Slika 18 : Graf prikazuje primerjavo vpliva 10uM amodiakvina (AMK) ter 10uM metoprina (MET) na
transport histamina v neonatalne astrocite. Astrocite smo 20 minut predinkubirali z amodiakvinom, nato smo

dodali $e *H- histamin. Privzem je potekal 20 minut pri temperaturi 37°C. Vsaka tocka predstavlja srednjo

vrednost £ SEM (n=6).
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5. RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Histamin je prenasalec v osrednjem zivCevju, kjer se sintetizira v presinapti¢nih nevronih iz
prekurzorja histidina. Iz le-teh se po stimulaciji sprosc¢a ter u¢inkuje v sinapsi in v neposredni
blizini sproscanja. Njegovo delovanje je v osrednjem zivéevju le lokalno, saj kot nabita
molekula ni zmozen prehajati krvo-mozganske pregrade. Po posredovanju ucinka se relativno
hitro inaktivira. Inaktivacija potece z difuzijo v zunajceli¢ni prostor, z razgradnjo ali pa s

ponovnim privzemom.

Histamin posreduje svoje ucinke prek vezave na specifiéne membranske receptorje: H1, H2,
H3 in H4. Nespecifi¢no se lahko veze tudi na druga vezavna mesta, npr. na muskarinske
receptorje M1 in dopaminske receptorje D2, ki so po strukturi zelo podobni histaminskim H1.
Najvecja podobnost v aminokislinski sestavi je ravno v transmembranskih domenah 3 in 5,
Kjer se nahaja vezavno mesto za endogene ligande. 1z tega sledi, da se histamin in njegovi
ligandi lahko vezejo tudi na druge receptorje. V primeru zdravil npr. antagonistov
histaminskih receptorjev H1 je vezava na druge receptorske podtipe odgovorna za nastanek

nezelenih/stranskih u¢inkov zdravila.

Rezultati predhodnih poskusov so pokazali, da je privzem histamina odvisen od koncentracije,
nasitljiv proces (Papler T in Pecavar B, 2006). V okviru svoje diplomske naloge nisem
koncentracijah, kar pomeni, da imajo astrociti veliko kapaciteto za privzem histamina. To je
dodaten dokaz, da so astrociti celice, ki aktivno sodelujejo pri regulaciji ustrezne sestave

mikrookolja in zagotavljanju optimalnih razmer za delovanje osrednjega zivcéevja.

Histamin se pri fizioloskem pH nahaja v dveh razlicnih monoprotoniranih oblikah s pKa
vrednostima 5,8 (duSikov atom na imidazolnem obrocu) in 9,4 (duSikov atom na alifatski
verigi) ter v obliki dikationa (Perdan et al., 2009). Vecina, 96% histamina, se nahaja v obliki
monokationa, 3% v obliki dikationa, ostalo pa predstavlja neprotonirana oblika histamina.
(Slika 19)
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c)

Slika 19 : Strukture razli¢nih tautomernih oblik histamina. Slika a prikazuje nevtralni o tautomer, slika b

nevtralni © tautomer, slika ¢ monokation in slika d dikation (povzeto po Perdan-Pirkmajer K. et al., 2010).

Dodan fetalni kravji serum poveca koli¢ino eksogenih proteinov v mediju. Glavna
komponenta fetalnega kravjega seruma je serumski aloumin (BSA). Serumski albumin je v
vodi topna beljakovina, ki je pomembna predvsem za zagotavljanje koloidnega osmotskega
tlaka v zilah. Poleg omenjene funkcije serumski albumini vezejo tudi kalcijeve ione in
prenasajo razlicne hormone, mascobne kisline, bilirubin in droge, preko histidinskih
aminokislinskih ostankov pa delujejo kot pufer v zunajcelicnih teko¢inah
(http://www.doctorslounge.com/). Predvidevam, da se del histamina v obliki monokationa s
pKa 5.8 veze na albumine v govejem serumu in zaradi tega ne more prehajati skozi
membrano astrocita. To sem tudi dokazala v prvem delu raziskave, ko sem se osredotocila na
vpliv dodatka 10% FBS pufru za privzem. Histamin v monokationski obliki, s pKa 9.4, pa se
lahko veze na kisli protein a1, Ki je tudi normalna sestavina FBS, na katerega se vezejo

predvsem bazi¢ne snovi.
Drugo moznost za zmanj$an privzem histamina v astrocite pa predstavlja morebitni

metabolizem histamina v inkubacijskem mediju, ki vsebuje FBS. V FBS niso prisotni le

albumini in kisli protein a1, vsebuje lahko tudi DAO, encim, ki razgrajuje histamin v
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imidazol acetaldehid (Tahara et al 2000). Zato obstaja moznost, ki jo poskus z dodatkom 10%
FBS pufru za privzem eksperimentalno podkrepi, da histamin reagira z eksogeno diamino
oksidazo, kar se odraza v znizanju privzema *H-histamina v neonatalne astrocite podgan. To
moznost bi potrdili, ¢e bi v inkubacijskem mediju dokazali prisotnost imidazol acetaldehida

ali imidazol ocetne kisline.

Zanimivo je, da so ravno nasprotno opazili sodelavci, ki so proucevali vpliv histamina na
privzem v endotelne celice iz popkovni¢ne vene ¢loveka (Prosen, 2009). Ugotovili so, da
dodatek fetalnega govejega seruma signifikantno poveca privzem histamina v endotelne
celice v primarni kulturi. Mehanizma, zakaj pride do sinergisti¢ega vpliva DAO na privzem
histamina v endotelne celice, si Se ne znamo razloziti. Izmerjen ucinek pa je dokaz za razli¢no
delovanje in vlogo histamina v osrednjem ziv¢evju in zunaj njega, kjer deluje predvsem kot

lokalni hormon in mediator vnetja, ne pa kot Ziv¢ni prenasalec.

Za nemoteno delovanje vseh nevrotransmitorjev je klju¢nega pomena tudi njihova
inaktivacija ter odstranitev z mesta delovanja. V ta namen se histamin v zivih sistemih
razgrajuje z encimoma DAO in HNMT (v osrednjem Ziv¢eVju je prisoten le slednji, ki se
nahaja v citoplazmi). Da bi se histamin v osrednjem zivéevju lahko razgradil, mora torej
vstopiti, se privzeti, v zivéne celice ali celice glije, ki vsebujejo HNMT. Ker sta za
inaktivacijo pomembna tako metabolizem kot privzem (transport) histamina v astrocite,

verjetno obstaja korelacija med tema dvema procesoma.

Histamin kot pozitivno nabita molekula ni sposobna hitrega prehoda preko membrane v
intracelularni prostor. Zato predvidevamo, da obstaja visoko afinitetni transportni sistem za
prenos histamina. Specifi¢ni protein, ki deluje kot histaminski transporter, do danes $e ni
znan. Poleg tega pa obstaja Se nizkoafiniteni, neselektivni sistem za privzem histamina, t.i.
privzem2, ki poleg histamina privzema Se druge nevrotransmitorje, zdravila in ksenobiotike.
Nizkoafinitetni transport lahko poteka preko neselektivnih prenasalcev, npr. prenasalcev za
organske katione. Histamin tako prehaja v astrocite s pomocjo aktivnega transporta, preko Se
neznanega transporterja in facilitirane difuzije. Na prenos histamina v astrocite lahko vplivajo
razli¢ne snovi npr. razli¢na antidepresivna zdravila npr. amitriptalin in dezipramin in

antagonist histaminskih receptorjev H1 mepiramin (Osredkar, 2009).
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Tudi testni snovi (amodiakvin in metoprin), ki sem ju uporabila v drugem delu diplomskega
dela, sta v fizioloskih pogojih (pH 7,4) pozitivno nabiti molekuli in ne moreta preiti s
preprosto difuzijo preko membrane v intracelularni prostor (kamor pa morata prehajati, ¢e
zelita delovati na HNMT), ampak morata uporabiti enega od v membrani prisotnih,
prenasalnih sistemov. Tako sem z njuno uporabo Zelela ugotoviti ali morda uporabljata isti

transportni sistem za prenos preko membrane v astrocite, kot histamin.

Od opazovanih zdravil, amodiakvina in metoprina, je le amodiakvin statisti¢éno znacilno
zmanjsal privzem histamina v astrocite. Predinkubacija astrocitov z vi§jimi koncentracijami
amodiakvina (> 10 uM) je znatno znizala privzem histamina v astrocite. Predvidevam, da je
amodiakvin zasedel del od vecine razpolozljivih transportnih proteinov, ki sodelujejo pri
membranskem prenosu histamina v astrocite. Nizje koncentracije amodiakvina pa niso imele
takega ucinka na privzem histamina v astrocite. Rezultati kazejo na moznost, da amodiakvin

in histamin tekmujeta za isti transportni sistem.

Dodatek proteinov v medij je Se dodatno znizal privzem histamina v astrocite, kar kaze na
moznost, da se je del histamina vezal na albumine v FBS in se ni mogel privzeti v astrocite
0z. je vezava histamina na albumine iz FBS omogocila, da so molekule amodiakvina lazje
vstopale v na§ modelni sistem. Histamin se lahko v prisotnosti seruma razgradi v metabolit

indol-acetaldehid, ki pa se ne prenasa s prenasalci v notranjost astrocitov.

Ker so¢asno dodajanje amodiakvina in metoprina v inkubacijski medij ni bistveno spremenilo
koli¢ine privzetega histamina v astrocite, sklepam da se metoprin privzema v astrocite prek

drugega prenasalca oz. prenasalcev.

Zanimivo je, da se je metoprin obnasal drugace kot amodiakvin. NiZje koncentracije
metoprina so celo povecale privzem histamina v astrocite, zelo visoke (> 100 uM) pa so ga
zmanjSale. 1z tega lahko sklepamo, da metoprin ne uporablja istega transportnega sistema kot
histamin ali pa uporablja nizkoafinitetni transportni sistem, kjer so potrebne bistveno vecje
zunajceli¢ne koncentracije substrata za aktivacijo le-tega. Ce pa v medij poleg metoprina
dodamo Se FBS, ni razlike s kontrolno skupino. Zgleda, da se ve¢ina metoprina veZe na

proteine v FBS in ne vpliva na privzem histamina, oz. se prenasa preko drugih prenasalcev.
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Za HNMT, encim, ki v osrednjem ziv¢evju razgrajuje histamin, je zanimivo, da je substratno
zelo specificen (razgrajuje le histamin), njegovi inhibitorji pa so zelo razli¢ni — tako
strukturno kot farmakolosko; difenhidramin (antagonist receptorjev H1), takrin (inhibitor
acetilholinesteraze, zdravilo za Alzheimerjevo bolezen), metoprin (antagonist folata —

citostatik), amodiakvin (antimalarik).

Pri vezavi inhibitorjev na molekulo HNMT pride do najvecje konformacijske spremembe na
aromatskem obrocu na koncu N, ki predstavlja eno od sten aktivnega stranskega Zepa.
Konformacijska sprememba povzroc¢i spremembo polozaja aminokislin v stranskem Zepu.
Tako se lahko spreminja velikost zepa, v katerega se lahko vezejo ali majhne ali bistveno

vecéje molekule (Horton et al., 2005).

Metoprin se specificno veze na HNMT, tako da se z aromatskim obrocem globoko zasidra v
aktivne Zepe encima. Medtem ko je za vezavo amodiakvina na HNMT znacilno, da se na eno
molekulo encima vezeta kar dve molekuli inhibitorja. Ena molekula amodiakvina zasede
aktivni Zep, druga pa se veze v globoki Zep na zunanji povrsini. Amodiakvin se veze na
HNMT s kompetitivno in nekompetitivno vezavo (Horton et al., 2005). Razlika v strukturi
amodiakvina in metoprina, je glavni vzrok za uporabo razli¢nih transportnih sistemov za

prehod v znotrajceli¢ni prostor.
Zaklju¢im lahko, da je privzem neonatalnega histamina kompleksen proces. Dobljeni rezultati

pa kaZejo na to, da se amodiakvin privzema preko istih prenasalcev kot histamin v astrocite

ter da proteini v mediju zmanjSajo prenos histamina v astrocite.
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5.2 SKLEPI

V prvem delu diplomske naloge sem zelela osvetliti povezavo med prisotnostjo proteinov v
inkubacijskem mediju in hitrostjo privzema histamina v astrocite. Pri§la sem do naslednjih

zakljuckov:

Prisotnost proteinov v inkubacijskem mediju zmanjsa privzem histamina v astrocite. S

tem se potrdi prva zastavljena delovna hipoteza.

ZmanjSan privzem v astrocite razlagata dve predpostavki: histamin se je vezal na
proteine (predvsem albumine) v inkubacijskem mediju ali pa je bil poleg proteinov v
dodanem FBS prisoten tudi encim DAO, ki je histamin razgradil v imidazol acetaldehid
(to bi potrdili, ¢e bi v inkubacijskem mediju dokazali prisotnost imidazol acetaldehida ali

imidazol ocetne Kisline).

V drugem delu pa sem se osredotocila na vpliv znotrajceli¢no delujocih zdravil na privzem
histamina v astrocite. Zanimala me je morebitna korelacija med metabolizmom in
transportom histamina v astrocite. Hkrati pa sem zelela z uporabo inhibitorjev HNMT,
amodiakvinom in metoprinom, ugotoviti ali morda uporabljata isti transportni sistem za

prenos preko membrane kot histamin. Zaklju¢im lahko:

Privzem histamina v astrocite zavirajo nekatera zdravila, ki u¢inkujejo znotrajceli¢no.

Od opazovanih zdravil, amodiakvina in metoprina, je le amodiakvin statisticno znacilno

zmanjSal privzem histamina v astrocite.

Predinkubacija astrocitov z vi§jimi koncentracijami amodiakvina (> 10 uM) je znatno
zniZala privzem histamina v astrocite. NiZje koncentracije amodiakvina pa niso imele
takega ucinka na privzem histamina v astrocite. Rezultati kaZejo na mozZnost, da
amodiakvin in histamin tekmujeta za isti transportni sistem. Dodan serum je Se dodatno,
vendar ne statisti¢no znagilno, zmanjsal privzem histamina v astrocite. Del *H-histamina

se je lahko vezal na albumine ali DAO in se zato ni privzel.
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Nizje koncentracije metoprina so celo povecale privzem histamina v astrocite, zelo
visoke (> 100 uM) pa so ga zmanjsale. Sklepam lahko, da metoprin ne uporablja istega
transportnega sistema kot histamin ali pa uporablja nizkoafinitetni transportni sistem, Ki
se aktivira le ob bistveno vecjih zunajceli¢nih koncentracijah substrata. Dodan serum ni
statisti¢no znacilno vplival na koli¢ino privzetega *H-histamina. Verjetno se metoprin z
bistveno vecjo afiniteto kot histamin veze na proteine prisotne v serumu in zaradi tega

manj ovira privzem histamina v astrocite.

47



GRGUR V. Vpliv inhibitorjev encima histamin N-metiltransferaze na privzem histamina v astrocite.
Dipl. delo, Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2010

6. POVZETEK

Telesa zivénih celic in aksone obdajajo celice glije, ki jih v osrednjem Zivéevju imenujemo
nevroglija. Znacilnost vseh je, da so to celice bogate z glikogenom in mas¢obami, razlikujejo
pa se po funkciji in obliki. Dale¢ najStevilénejSe celice glije so astrociti, ki v dolo¢enih delih
mozganov predstavljajo kar 90% vseh celic. Po stimulaciji s signalnimi molekulami spros¢ajo
razli¢ne zivene prenasalce, citokine, rastne dejavnike in molekule zunajceli¢nega matriksa ter
tako aktivno posegajo v dogajanje v osrednjem zivéevju. Na svoji membrani izrazajo Stevilne
transporterje, s katerimi sodelujejo pri privzemu nevrotransmitorjev. Tako so astrociti

pomemben regulator vzdrzevanja homeostaze.

V osrednjem zivéevju kot nevrotransmitor deluje tudi histamin, ki se sintetizira v
presinapti¢nih nevronih iz prekurzorja histidina. 1z le-teh se po stimulaciji sprosca ter
ucinkuje v sinapsi in v neposredni blizini spros¢anja. FizioloSka aktivnost histamina v
mozganih je odvisna od prisotnosti histaminskih receptorjev, na katere se mora vezati, da
doseze ucinek in tudi od ucinkovitosti njegove inaktivacije. Inaktivacija histamina poteka z
difuzijo v ekstracelularni prostor, z encimsko razgradnjo ter s privzemom v presinapti¢ne
nevrone in astrocite. Encimska razgradnja poteka z dvema znotrajceli¢cnima encimoma,
diamino oksidazo (DAO) in histamin N-metil-transferazo (HNMT). V mozganih je prisoten le
slednji. Histamin, kot pozitivno nabita molekula, ni sposobna hitrega prehoda preko
membrane v intracelularni prostor. Zato predvidevamo, da obstaja visoko afinitetni

transportni sistem za prenos histamina, ki pa do danes ni znan.

V okviru diplomske naloge sem Zelela osvetliti vpliv prisotnosti proteinov (FBS) v
inkubacijskemu mediju na transport histamina v astrocite ter vpliv inhibitorjev, amodiakvina

in metoprina, na privzem histamina v neonatalne astrocite podgan.

Pri poskusih sem kulture astrocitov, pripravljene iz mozganske skorje neonatalnih podgan, v
treh paralelkah 20 minut inkubirala v razli¢nih koncentracijah inhibitorja (od 10°M do
10 M) ali v pufru za privzem, ki sem mu dodala FBS. Nato je sledil dodatek 125 nmol/L *H-

histamina in 20 minutni privzem v kulture astrocitov.
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Iz dobljenih rezultatov sklepam, da dodatek FBS pufru za privzem zniZa privzem histamina v
neonatalne astrocite podgan. Kar je lahko posledica vezave histamina na proteine prisotne v
inkubacijskem mediju ali razgradnje histamina, ki je posledica delovanja DAO (prisotnega v
FBS). Uporabljena inhibitorja sta razlicno vplivala na privzem histamina v astrocite. Nizje
koncentracije metoprina so povecale privzem histamina v astrocite, zelo visoke (> 100 uM)
pa so ga zmanjsale. Predinkubacija astrocitov z vis§jimi koncentracijami amodiakvina (> 10
uM) je znatno znizala privzem histamina v astrocite. Nizje koncentracije amodiakvina pa niso
imele takega u¢inka na privzem histamina v astrocite. Sklepam, da amodiakvin in histamin
tekmujeta za isti transportni sistem. Medtem ko, metoprin ne uporablja istega trasnportnega
sistema kot histamin ali pa uporablja nizkoafinitetni transportni sistem, ki se aktivira le ob
bistveno ve¢jih zunajceli¢nih koncentracijah substrata. Dodatek seruma je dodatno znizal

privzem histamina ob prisotnosti amodiakvina, ne pa metoprina.

V osrednjem ziv¢evju ima histamin mnogo Ze raziskanih in $e neznanih funkcij. Z vsako
Studijo smo blize odkritja specifi¢nega transportnega sistema za prenos histamina v celice.
Prav to pa bi omogocilo patentiranje potencialnih zdravil za preprecevanje nespecnosti in
slabosti ter zdravljenja bolezni kot so Alzheimerjeva ter Parkinsonova bolezen in epilepsija

ter depresija.
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