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1. INLEDNING

I denna avhandling undersoktes dopaminfrisdttning fran striatala synaptosomer till f6ljd av
stimulering av  nikotinreceptorer. Aven tidigare undersdkningar som undersokt
noradrenalinfrisdttning 1 centrala nervsystemet med synaptosomer och andra metoder
granskades. Synaptosomer som forskningsmetod granskades ocksd, med fokus péd forskning

som undersokt frisdttning av neurotransmittorer i centrala nervsystemet.

Denna avhandling bestar av kortare litteraturgranskning av forsking med olika metoder som
fokuserat pa noradrenlinfrisittning till f61jd av stimulering av nikotinreceptorer. Forskning som
undersokt vilka nikotinreceptorunderenheter som formedlar noradrenalinfriséttning i olika
regioner i hjirnan behandlas ocksd. Ytterligare behandlas dven forskning som undersokt
neurotransmittorfrisittning 1 centrala nervsystemet med synaptosomer. Forskning med
synaptosomer och deras potential for att undersdka neurotransmittorsystem tas ocksé upp ocksa

hér.

I denna avhandling undersoktes ocksd dopaminfrisittning frén striatala synaptosomer.
Dopaminfriséttningen till foljd av nikotinreceptorstimulering med vareniklin och acetylkolin
undersoktes. Genom att utnyttja o-conotoxin-MII, delades dopaminfristtningen upp i o-
conotoxin-MII-kénslig och -resistent frisdttning. Médlet med denna avhandling var att undersoka
dopaminfriséttning till f6ljd av stimulering av presynaptiska nikotinreceptorer med agonister.
Metoderna, resultaten och tolkning av resultaten presenteras dven hér och till sist presenteras

dven slutsatser baserat pa resultaten.

P& grund av den rddande situationen med coronapandemin, kunde undersdkningarna med
synaptosomer inte fortsdttas. Den ursprungliga planen var att fortsdtta undersoka
dopaminfrisdttningen frdn striatala synaptosomerna efter stimulering med andra
farmakologiska substanser och sedan fortséitta med att undersdka noradrenalinfrisdttningen fran
synaptosomer fran prefrontala cortex eller den motoriska barken, men dessa planer avbrots

p.g.a. fordndrade omstandigheter till £61jd av pandemin.



1.1. Noradrenalinfrisittning i centrala nervsystemet reglerad av nikotinreceptorer

En av de viktigaste uppgifterna for nikotinreceptorer i centrala nervsystemet (CNS) ar deras
formaga att reglera friséttning av olika neurotransmittorer (Picciotto m.fl. 2001; Dani 2015).
Denna formaga att reglera frisdttning av neurotransmittorer i CNS har varit foremal for
forskning under en léngre tid. Nikotinreceptorerna interagerar med flera olika
neurotransmittorsystem i hjdrnan och de presynaptiska receptorerna reglerar frisittning av bl.a.

dopamin, noradrenalin, GABA och serotonin (Albuquerque m.fl. 1995).

De presynaptiska nikotinreceptorernas roll i det dopaminerga systemet i CNS har blivit
undersokt 1 storre utstrdckning dn deras roll 1 det noradrenerga systemet (Azam och Mclntosh
2006). Deras formaga att reglera frisdttning av olika signalsubstanser har kunnat kartldggas med
flera olika forskningsmetoder, bl.a. med synaptosomer och mikrodialys (Chefer m.fl. 2009;
Evans 2015). Bada metoderna har bidragit med nya och viktiga upptickter om de olika
neurotransmittorsystemen och deras receptorer. Metoderna ldmpar sig for att studera de olika
neurotransmittorerna,  deras  frisdttning och interaktioner mellan de olika
neurotransmittorsystemen (Singewald och Philippu 1998). Dessutom har forskning med
hjédrnskivor frdn gnagare varit en av de metoderna som anvints for att kartligga

nikotinreceptorernas roll i det noradrenerga systemet (Leslie m.fl. 2002).

1.1.1. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisdttning i locus coeruleus

Nikotinreceptorerna och deras roll i formedling av noradrenalinfrisdttning i locus coeruleus
(LC) har undersdkts in vitro av bl.a. Gallardo och Leslie (1998). Noradrenalinfrisdttning efter
stimulering med nikotin undersoktes med LC-cellodlingar som isolerats fran rattfoster. Malet
med forskningen var att undersoka effekten av rokning (nikotin) under graviditeten pé fostrets
utveckling. Rokning under graviditeten associeras bl.a. med dkad risk for inldrningssvarigheter

och storningar i de kognitiva funktionerna hos barn (Fergusson m.fl. 1993).

Nikotin stimulerade Ca?*-beroende frisittning av noradrenalin i LC-neuroner (Gallardo och
Leslie 1998). Aven andra nikotinreceptor-agonister undersoktes — bl.a. epibatidin, vilket ocksa
stimulerade frisdttning av noradrenalin frdn LC-neuroner. Detta ansags vara receptorberoende,
eftersom agonisterna som anvindes frimjade frisdttning av noradrenalin, medan antagonisterna
blockerade frisdttningen. Noradrenalinfrisdttningen antogs formedlas av a4p2*-receptorerna,
eftersom de hittats 1 LC, dven hos rattfoster (Naeff m.fl.1992; Gallardo och Leslie 1998). Man

kunde dock inte utesluta att andra underenheter var involverad i den nikotinreceptormedierade



noradrenalinfrisittningen, eftersom man dven hittat andra underenheter i LC hos réttfoster.
Forskningen visade att nikotin stimulerar frisdttning av noradrenalin i LC redan under
fosterstadiet. Resultaten visade ocksd att det noradrenerga systemet har en viktig roll i

utvecklingen av CNS.

Egan och North (1986) utférde forskning som fokuserade péd effekterna av nikotin pd LC-
neuroner. Noradrenalinfrisdttningen efter stimulering med nikotin undersoktes in vitro med LC-
neuroner fran rttor. Resultaten visade att nikotin depolariserar LC-neuroner. Perfusion med
nikotin ledde till depolarisering av cellmembranet. Desensitisering av nikotinreceptorer till
f6]jd av nikotinadministrering kunde ocksa observeras. Desensitisering av nikotinreceptorer ér
ett fenomen forekommer under ldngvarig eller upprepad exponering med nikotinagonister
(Egan och North 1986; Ochoa m.fl. 1989). Detta leder till tillfillig inaktivering av
nikotinreceptorernas jonkanaler och detta fenomen har ocksé varit foremal for forskning i hopp

om att forstd fenomenets komplexa fysiologiska roll.

Trots att det finns forskning som undersokt nikotinreceptormedierad noradrenalinfriséttning i
LC, har forskning i hogre grad fokuserat pd LC-neuronernas formaga att paverka friséttningen
av noradrenalin i andra hjarnomrdden via de noradrenerga nervterminalerna. (Egan och North

1986; Mitchell 1993; Gallardo och Leslie 1998).

1.1.2. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisittning i hippocampus

Frisattning av noradrenalin i omradden som innerveras av noradrenerga neuroner frdn LC,
formedlas dven via nikotinreceptorer (Mitchell 1993). Frisdttning av noradrenalin i
hippocampus paverkas av nikotin som administreras till LC. Noradrenalinfrisittningen fran
hippocampus maittes in vivo m.h.a. mikrodialys. Mitchell (1993) konstaterade att systemisk
administrering av nikotin ledde till 6kad noradrenalinfrisittning i hippocampus hos réttor, vilket

visar att noradrenalinfrisdttning i hippocampus kan férmedlas via nikotinreceptorer i omradet.

Nikotinreceptorernas inverkan pa det noradrenerga systemet i hippocampus har undersokts av
bl.a. Azam och Mclntosh (2006), dar man undersokte noradrenalinfrisdttningen i hippocampus
hos mdss med synaptosomer. Genom att blockera specifika nikotinreceptor-underenheter med
conotoxiner specifika for utvalda underenheter, kunde man ocksd wurskilja vilka
nikotinreceptorunderenheter som var ansvariga for frisdttningen av noradrenalin i

hippocampus.



Béde 2- och P4-underenheterna var ansvariga for noradrenalinfrisdttningen i hippocampus
(Azam och MclIntosh 2006). Genom att anvinda p2-KO-mdss och dven 4-KO-mdss kunde
man ocksa faststdlla att f2-underenheten har en viktigare roll &n 4 angdende nikotinstimulerad
noradrenalinfrisittning frdn hippocampala synaptosomer fran moss. Resultaten visade att i stort
satt alla nikotinreceptorer som formedlar noradrenalinfrisittning i hippocampus har en 2-
underenhet. En stor del av dessa receptorer var associerade med a4- och f3-underenheter. |
4-KO-moss verkar f2-underenheten kompensera for frdnvaron av B4-undereneheten. Nér 2-
underenheten blockerades frisattes nésta inget noradrenalin alls frdn de noradrenerga
nervterminalerna, medan blockering av [4-underenheten i hippocampus inte ledde till

signifikant reducering av noradrenalinfriséttning (totala méngden).

Resultaten frdn samma forskning visade ocksa att storsta delen av nikotinreceptorerna som
formedlade noradrenalinfriséttning ocksa hade en a6-underenhet (Azam och Mclntosh 2006).
Nér man blockerade a4-underenheten kunde man ocksa observera att noradrenalinfrisdttningen
minskade signifikant, vilket indikerar att a4-underenheten ocksa, likt f2-underenheten, har en
véldigt viktig roll for friséttning av noradrenalin fran hippocampus. Forsok med KO-mdss som
saknade a4-underenheten visade att noradrenalinfrisittningen minskade, men forsvann inte
helt. Den mingd noradrenalin som frisattes antogs bero pad a6p2B4(p3) -receptorer som
fortfarande fungerar i a4-KO-mdss. Eliminering av 3-underenheten ledde till nistan total
eliminering av noradrenalinfrisdttning, vilket indikerar att [3-underenheten med stor

sannolikhet finns i de flesta nikotinreceptorerna i hippocampala noradrenerga nervterminaler.

Luo m.fl. 1998 undersokte effekten av den a3 34-specifika antagonisten a-Conotoxin AulB (o.-
CTX-AulB) pé noradrenalinfrisdttning med hippocampala synaptosomer. Resultaten visade att
a-CTX-AulB blockerade noradrenalinfrisdttning i hippocampala synaptosomer frén réttor.
Ungefdr 20-30 % av noradrenalinfrisittningen blockerades, vilket indikerar ndrvaro av a334*-
receptorer i hippocampus hos rattor. Detta stimmer 6verens med forskningen utford av Azam
och MclIntosh (2006), som visade att bade a.3- och 4-underenheterna finns i hippocampala

regioner.

Azam m.fl. (2010) utférde undersdkningar med hippocampala synaptosomer frdn mdss och
utnyttjade ett nytt conotoxin: a-Conotoxin BulA[T5A;P60] (a-CTX BulA[T5A;P60]).

Resultaten visade att ungefdr en tredejdel av noradrenalinfrisdttningen regleras via a6p4*-



receptorerna och att den resterande frisdttningen av noradrenalin regleras via a6*-receptorer,
som inte associeras med [4-underenheten. Antagligen regleras den resterande
noradrenalinfrisittningen via a6p2*-receptorer (Azam och Mclntosh 2006; Azam m.fl. 2010).
Dessa slutsatser kunde dras, eftersom man 1 samma studie Kkonstaterat att
noradrenalinfrisdttningen i hippocampala synaptosomer fran a6-KO-moss ér obefintlig efter
stimulering av synaptosomerna med nikotin. I tidigare forskning har man dven kunnat observera
att a4-, 32-, och B3-underenheterna har en viktig roll i regleringen av noradrenalinfriséttningen

1 hippocampus (Azam och McIntosh 2006; Scholze m.fl. 2007)

I undersokningen utférd av Azam och MclIntosh (2006) kunde man dven observera att
noradrenalinfrisdttning hos 2-3 veckor gamla mdss var hogre &n hos vuxna mdss. Detta beror
antagligen pd att noradrenalinets roll som neurotrofisk faktor i icke-mogna CNS. Noradrenalin
reglerar proliferation av celler, celldifferentiering och synaptogenes i CNS-utvecklingen.
O’Leary och Leslie (2003) kunde observera liknande effekter i lillhjérnan hos rattor i sin egen
forskning. Detta antogs vara en av de viktigaste faktorerna associerade med utveckling av olika
funktioner som dger rum under perioden da en dkad noradrenalinfriséttning observerades. Det
ar dven mojligt att samma orsak ligger bakom en 6kad noradrenalinfrisdttning i mdssens

hippocampus under de forsta veckorna efter fodseln (Azam och Mclntosh 2006).

Leslie m.fl. (2002) har ocksd jamfort nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisdttning i
fardigutvecklade hippocampus med noradrenalinfriséttningen i1 hippocampus som inte dnnu ér
fullt utvecklad. Unders6kningen gjordes m.h.a. hjdrnskivor och synaptosomer som erhallits
fran rdttornas hippocampus. Stimulering med nikotin ledde till noradrenalinfriséttning med
bada metoderna och bdde hos vuxna och nyfodda (1 vecka gamla) rattor. Frisdttningen var
koncentrationsberoende.  Forskningen  visade  att  nikotinreceptorer  formedlar
noradrenalinfrisdttning till f6ljd av stimulering med nikotin under fédseln och dven under
postnatal utveckling, vilket tyder pa att det noradrenerga- och kolinerga systemet har viktiga
uppgifter i reglering av hippocampala funktioner i alla utvecklingsstadier. 1 bada fallen

inhiberade ocksa nikotinantagonister noradrenalinfrisdttningen i hippocampus.

Den maximala koncentrationen av noradrenalin som frisattes till f6ljd av stimulering med
nikotin var hogre i de hippocampala skivorna én i de hippocampala synaptosomerna (Leslie
m.fl. 2002). Detta kan bero pa indirekt stimulering av nikotinreceptorer som kan forekomma

vid undersokningar som involverar skivor fran olika hjarnomraden (Clarke och Reuben 1996).



Detta kan forklaras med att den indirekta stimuleringen mojligen kréver nérvaro av axoner.
Mindre frisdttning av noradrenalin fran synaptosomer jamfort med friséttning 1 hjarnskivor fran
olika omraden har ocksa observerats i andra undersdkningar (Sacaan m.fl. 1995; Clarke och
Reuben 1996; Leslie m.fl. 2002). Noradrenalinfrisittning i hippocampala synaptosomer
paverkas inte av tetrodotoxin som dr en Na?'-jonkanalantagonist, som #dven blockerar
nikotinreceptorer. Tetrodotoxin blockerar dédremot noradrenalinfriséttning i hippocampala
hjérnskivor, vilket ocksa ger stod for teorier angdende indirekta mekanismer bakom

noradrenalinfrisittning kopplade till nirvaro av axoner.

Leslie m.fl. (2002) konstaterade ocksé att frisdttningen av noradrenalin i hippocampus var
resultat av bade direkt och indirekt stimulering av nikotinreceptorer. Resultaten visade ocksé
att noradrenalinfrisittningen stimulerades av GABA-friséttning. Tidigare undersdkningar har
ocksa visat att GABA-A-receptorer har excitatoriska effekter pa noradrenerga nervterminaler i
hippocampus (Fung och Fillenz 1984). Mekanismerna bakom den excitatoriska effekten av
GABA-A pa noradrenerga nervterminaler &r inte helt klarlagd (Leslie m.fl. 2002). Den
indirekta excitatoriska effekten av nikotin kunde observeras bade i1 fardigutvecklade och

neonatala hippocampus i rattor.

Noradrenalinfriséttning 1 hippocampus har undersokts i flera olika forskningar med olika
forskningsmetoder (Clarke och Reuben 1996; Leslie m.fl. 2002; Azam och McIntosh 2006).
For att undersoka frisdttningen av noradrenalin i hippocampus, har man frimst utnyttjat
synaptosomer och hjarnskivor som erhallits frdn mdss och réttor. Luo m.fl. (1998), Azam och
Mclntosh (2006) och Azam m.fl. (2010) kunde dven m.h.a. av conotoxiner specifika for olika
nikotinreceptorunderenheter faststilla, till viss utstrackning, vilka av de olika underenheterna
som dr ansvariga for nikotinreceptormedierad frisdttning av noradrenalin i noradrenerga
nervterminaler. Detta genom att utnyttja hippocampala synaptosomer som erhéllits fran
gnagare. Upptéckten av specifika antagonister till de olika nikotinreceptorunderenheterna, bl.a.
conotoxiner, har mojliggjort forskning for att faststélla vilka olika underenheter som formedlar

noradrenalinfrisittning i hippocampus och andra omréaden i hjdrnan (Luo m.fl. 1998).

1.1.3. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisittning i hjdrnbarken

Hjarnbarken innerveras i stor utstrackning av noradrenerga LC-neuroner och bl.a. neocortex &r

ett av de omrdden som far all sin noradrenerga innervering fran LC (Benarroch 2009).



Hjarnbarken dr viktig for manga kognitiva funktioner och har en viktig roll i patofysiologin for

bl.a. Alzheimers sjukdom (Dineley m.fl. 2015).

Noradrenalinfriséttning i hjdrnbarken till foljd av nikotinadministrering har redan undersokts
under 70-talet (Westfall 1974). Redan da kunde Westfall (1974) i sin undersékning observera
att stimulering av noradrenalinfriséttning i hjarnbarken hos réttor kunde stimuleras med nikotin
och att denna effekt involverade signalering med nikotinreceptorer. I forskningen undersoktes
hur noradrenalin frisattes i olika hjirnomréden efter behandling av vévnadsproverna med
nikotin. Hur omfattande noradrenalinfriséttningen i1 hjarnbarken var koncentrationsberoende.
Dessa resultat stimmer dverens med resultat fran forskning som utforts senare och pd andra

hjdrnomraden (Leslie m.fl. 2002).

Nikotininducerad noradrenalinfrisittning i olika hjairnomraden hos rattor har &ven undersokts
av Anderson m.fl. 2000. I forskningen tillimpades en ny metod dér skivor frdn olika
hjdrnomraden placerades i en 96-hdlsplatta. Noradrenalinfrisdttningen undersoktes i bl.a.

hippocampus, talamus, prefrontala cortex, hypotalamus och amygdala (Tabell 1).

Tabell 1. Fraktionell frisittning av noradrenalin till foljd av stimulering med nikotin i
olika hjirnomraden hos rittor. Frisittningen dr presenterad som fraktionell frisdttning av den
totala radioaktiviteten i varje enskilt hal pa 96-hélsplattan (Anderson m.fl. 2000 (redigerad)).

Hjarnomréade Fraktionell frisdttning av noradrenalin
Hippocampus 3,510,8
Talamus 1,6+0,3
Amygdala 1,7£0,7
Prefrontala cortex 0,91+0,2
Hypotalamus 0,610,1

Frisattningen av noradrenalin i prefrontala cortex var betydligt mindre 4n i hippocampus, vilket
stimmer Overens med tidigare undersokningar (Tabell 1; Anderson m.fl. 2000). Man
undersokte dven hur noradrenalinfrisdttningen paverkades av antagonister och agonister.
Resultaten visade att de mest sannolika receptorerna som formedlade frisdttningen var a334*-

receptorer.



Frisattningen av flera olika signalsubstanser i olika hjarnomrdden hos Wistar-rattor undersoktes
av m.h.a. mikrodialys av Toth m.fl. (1992). Efter administrering av nikotin métte man
frisdttningen av bl.a. dopamin och noradrenalin. Goérdelvindlingen, som dr en del av
hjdrnbarken, var ett av de omradden som man undersokte. I undersokningen kunde man
konstatera att noradrenalin frisattes frdn gordelvindlingen efter nikotinadministrering.
Gordelvindlingen forknippas med ménga olika viktiga funktioner i CNS och anses vara viktig
for kognitiva funktioner, minnet och fungerar dessutom som en del av det limbiska systemet

(Rolls 2019).

Noradrenalinfriséttning i prefrontala cortex och motoriska barken har ocksé undersokts i nyare
undersokningar m.h.a. synaptosomer som erhallits frin mdss (Salminen och Vaha, opublicerat
material). Resultaten visade att noradrenalin frisétts i bdda omrdden (Bild 1). For att ytterligare
undersdka om noradrenalinfriséttningen medieras via a6p32*-receptorer i motoriska barken och
prefrontala cortex anvéndes a-conotoxin-MII (a-CTX-MII) som antagonist for att blockera
a6P2*-receptorer (Champtiaux m.fl. 2003; Salminen m.fl. 2004). Blockering av a632*-
receptorer med o-CTX-MII reducerade méngden frisatt noradrenalin frdn motoriska barken,
men eliminerade inte den helt, vilket tyder pa att oa4p2*-receptorer, eller andra
nikotinreceptorer som formedlar a-CTX-Mll-resistent noradrenalinfrisdttning, har en viktig
roll i regleringen av noradrenalinfrisdttningen i motoriska barken. Noradrenalinfrisittning
formedlad via andra nikotinreceptorer i motoriska barken kan dock inte uteslutas, men den
storsta delen av noradrenalinfrisdttningen formedlas via a4P2*- och a6B2*-receptorer.
Stimulering med acetylkolin ledde till mera omfattande frisdttning av noradrenalin &n
stimulering med nikotin. Resultaten visade att den storsta delen av noradrenalinfriséttningen

formedlas via nikotinreceptorer som inte blockeras av a-CTX-MII.
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Bild 1. Noradrenalinfrisittning medieras via a4p2*- och oa6B2*-receptorer i den
motoriska barken. Stimulering med acetylkolin (A) och nikotin (B) av synaptosomer som
erhallits frdn den motoriska barken ledde till noradrenalinfrisdttning. Blockering av a6p2*-
receptorer med o-CTX-MII reducerade noradrenalinfrisdttningen i viss man (Salminen och
Vaha, opublicerat material).

(Salminen och Vaha, opublicerat material) har &ven undersokt noradrenalinfrisdttningen i
prefrontala cortex med synaptosomer frdn moss. Noradrenalinfriséittning frdn synaptosomerna

till f61jd av stimulering med acetylkolin kunde observeras (Bild 2). Aven i detta fall reducerades

noradrenalinfrisdttningen till viss del vid administrering av a-CTX-MII.
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— Total frisattning
ECg,=0,568 uM
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Bild 2. Noradrenalinfrisittning medieras via a4p2*- och a6B2*-receptorer i prefrontala
cortex. Stimulering med acetylkolin av synaptosomer som erhallits frdn motoriska barken ledde
till noradrenalinfrisittning. Blockering av a4p2*-receptorer med a-CTX-MII reducerade
noradrenalinfrisittning fran synaptosomerna. (Salminen och Vaha, opublicerat material)

Noradrenalinfriséttning i1 hjarnbarken till foljd av behandling med nikotin har intressant nog
dven kunnat undersokas med vdvnadsprover frdn den minskliga hjarnan (Woo m.fl. 2002;

Amtage m.fl. 2004). Woo m.fl. (2002) undersokte noradrenalinfriséttningen 1 hjdrnbarken

genom att utnyttja vivnadsprover som donerats fran frivilliga forsokspersoner.

For att undersoka frisdttningen av noradrenalin 1 hjarnbarken, inkuberades skivor, som erhallits
frén hjarnbarken frén patienter som undergick neurokirurgiskt ingrepp, med [*H]noradrenalin
(Woo m.fl. 2002). Skivorna behandlades med nikotin i olika koncentrationer. Resultaten visade
att nikotin stimulerade friséttning av noradrenalin i méinskliga hjarnbarken och att friséttningen
var koncentrationsberoende. Frisdttningen verkade ocksd vara Ca*'-beroende, eftersom

noradrenalinfrisittningen drastiskt minskade (ca 80 %) vid franvaro av Ca".

Resultaten frdn denna underskning visade ocksé att ECso-vérdet for nikotin var 15 pl, vilket
ar betydligt hogre jaimfort med resultat fran forskning med rattor (Anderson m.fl. 2000; Woo
m.fl. 2002). Forskarna var inte helt sdkra pad den bakomliggande orsaken. Eventuellt kan det
bero pd skillnader mellan forskningsmetoderna, tiden man inkuberade proven med nikotin. Det
ar dven mojligt att noradrenalinfriséttningen formedlas via olika nikotinreceptorer i olika arter.
Dessutom hade vidvnadsproverna tagits frdn hjarnbarken fran individer som led av

lakemedelsresistens epilepsi. Mutationer 1 nikotinreceptorer hos epilepsipatienter kan
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forekomma och langvarig behandling med antiepileptika kan modulera nikotinreceptorernas

funktion.

For att undersoka vilka nikotinreceptorunderenheter som var involverade i
noradrenalinfrisittningen, anvinde Woo m.fl. (2002) nikotinreceptorantagonister i sin
undersokning.  Dihydro-B-erytroidin-hydrobromid (DHBE) é&r en antagonist for
nikotinreceptorer som inte dr kénsliga for a-bungarotoxin (a-BTX). Ett exempel pé detta ar
a24*-receptorerna. Nikotinreceptorantagonisten a-BTX blockerar bl.a. ac7-underenheten och
eftersom administrering av o-BTX till vdvnadsproverna frin hjidrnbarken inte blockerade
frisdttningen av noradrenalin, tyder det pa att o7-underenheten inte &ar ansvarig for
nikotinreceptormedierad frisdttning av noradrenalin i den ménskliga hjarnbarken — trots att a.7-
receptorer dr en av de nikotinreceptorer som forekommer i stora koncentrationer i CNS (Breese
m.fl. 1997; Woo m.fl. 2002). Detta indikerar ocksd att noradrenalinfriséttningen hogst
antagligen formedlas via nikotinreceptorer som inte &r kinsliga for o-BTX. Nér man
administrerade DHBE minskade dock noradrenalinfriséttningen, vilket indikerar att

noradrenalinfrisdttningen formedlas via heteromeriska nikotinerga o/p-receptorer.

Noradrenalinfrisdttningen i ménskliga neocortex har ocksd undersokts av Amtage m.fl. 2004).
Deras forskning fokuserade fradmst pa vilka underenheter i neocortex som formedlar frisittning
av noradrenalin till foljd av stimulering med nikotin. De jimforde dven resultaten fran denna
studie med tidigare undersdkningar utford pa gnagare for att se om det finns skillnad mellan
olika arter. Tidigare forskning har frimst anvént gnagare och enligt denna undersékning var
den enda forskningen som tidigare undersdkt noradrenalinfrisdttningen i1 den ménskliga
hjarnbarken den som utfordes av Woo m.fl. (2002), som framst fokuserade pa mekanismerna

bakom nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisdttning.

Viévnadsprover frdn neocortex erhdlls pad samma sitt, som i forskningen utférd av Woo m.fl.
(2002), under ett neurokirurgiskt ingrepp fran frivilliga individer (Amtage m.fl. 2004).
Viévnadsproverna skars sedan i tunna skivor. For att kunna jaimfora resultaten fran méanskliga
neocortex, anvidnde man dven skivor som erhallits fran Wistar-rattor (neocortex och

hippocampus). Skivorna preinkuberades sedan med [*H]-noradrenalin.

Resultaten visade att noradrenalin frisattes 1 ménskliga neocortex och i bade neocortex och

hippocampus hos rattor (Amtage m.fl. 2004). Man kunde konstatera att noradrenalin i rattornas
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neocortex inte frisattes i samma utstrdckning som i proverna tagna fran ménskliga neocortex.
Detta indikerar att det finns skillnader mellan olika arter och att resultat frdn undersdkningar
gjorda med hjérnbarken fran rattor inte stimmer 6verens med resultat frin forskning dar man

anvént den ménskliga hjarnbarken (Woo m.fl. 2002). Amtage m.fl. 2004).

Amtage m.fl. (2004) jamforde 4dven om olika nikotinagonister stimulerade
noradrenalinfrisittning i samma rangordning i ménniskor och rattor. Man valde att inte
undersoka proverna fran rattans neocortex, eftersom det ingen avgorande mangd noradrenalin
frisattes 1 de forsoken. Resultaten visade att de olika nikotinagonisterna stimulerade
noradrenalinfrisdttning i samma rangordning hos rattor och ménniskor. Den enda skillnaden

var att cytisin stimulerade nikotinfrisdttning i hogre grad i méinskliga hjérnbarken.

Till sist undersokte Amtage m.fl. (2004) ocksa vilka nikotinreceptorunderenheter som deltog i
den nikotinreceptormedierade  noradrenalinfrisdttningen. Detta undersoktes m.h.a.
nikotinantagonister. Eftersom glutamatreceptorantagonister hdmmade
noradrenalinfrisdttningen 1 minskliga neocortex, kunde man anta att en del av
noradrenalinmingden som frisattes till foljd av nikotinstimulering ockséd formedlas via
nikotinreceptor i glutamaterga neuroner och inte enbart noradrenerga neuroner. En av
antagonisterna som anvédndes var o-CTX-MII, som blockerar a332*- och a6*-receptorer.
Administrering av a-CTX-MII ledde till reducering av noradrenalinfrisittning i méanskliga
neocortex, vilket tyder pa att a3, a6 och B2 dr viktiga formedlare av noradrenalinfrisdttning i
neocortex hos ménniskor. Antagonister som blockerar a7-homomeriska receptorer hdmmade
inte friséttningen av noradrenalin, vilket stimmer dverens med resultaten frdn undersdkningen
med réttor utford av Woo m.fl. (2002). Amtage m.fl. (2004) upptickte dven att a3p4*-
receptorspecifika antagonisten o-CTX- AulB inte blockerade noradrenalinfrisdttningen i
ménskliga neocortex, trots att resultat frin forskning med réttor har visat motsatsen. Ytterligare
visade resultaten att [(4-underenheten antagligen ocksd &r involverad 1 den
nikotinreceptormedierade noradrenalinfrisdttning i ménskliga neocortex. Utgdende ifrdn
forskningsresultaten kunde man anta att de receptorer som formedlar noradrenalinfriséttning i
neocortex dr a3B2- och a6Px-receptorer, dessutom &r nikotinreceptorer med f4-underenheten

(t.ex. a4p4*-receptorer) antagligen ocksa involverade.
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1.1.4. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisittning i amygdala

Trots att noradrenalinfrisdttningen frdmst har undersokts i hippocampus, har dven andra delar
av det limbiska omridet undersokts (Anderson m.fl. 2000; Amtage m.fl. 2004). Amygdala
innerveras av noradrenerga neuroner fran badde LC och solitdrkdrnan i hjirnstammen. Nér
Anderson m.fl. (2000) undersokte noradrenalinfriséttning till f6ljd av nikotinadministrering hos
rattor, undersoktes dven amygdalan. Resultaten visade att noradrenalinfrisdttningen inte var lika
omfattande som i hippocampus, men jaimfort med regioner som hypotalamus och prefrontala
cortex, frisattes det dock mera (Tabell 1). Man undersdkte inte vilka receptorer om formedlade
effekten av nikotinstimulering, men det dr troligt att a4P2*-receptorer &tminstone é&r

involverade (Anderson m.fl. 2000; Posadas m.fl. 2013).

Noradrenalinfrisdttningen i amygdala har d&ven undersokts med in vivo av Fum.fl. (1998) m.h.a.
mikrodialys. Undersdkningen utférdes genom att placera en sond vid de hjirnomrédden som
man vill analysera (amygdala och hippocampus). Nikotinadministrering aktiverade omriden i
hjarnstammen vilket ledde till noradrenalinfrisittning i bade amygdala och hippocampus.

Noradrenalinfrisdttningen i bada omrdden var koncentrationsberoende.

Fu m.fl. (1998) undersokte dven vilka nikotinreceptorunderenheter som var involverade i
noradrenalinfrisittningen i amygdala. Administrering av a-BTX hdmmade inte friséttningen i
varken amygdala eller hippocampus, vilket tyder pé att a7-homomeriska receptorer sannolikt
inte formedlar noradrenalinfrisittningen, utan att detta formedlas via andra receptorer — hogst
sannolikt heteromeriska nikotinreceptorer. De sannolika receptorunderenheterna som
formedlade noradrenalinfrisdttningen 1 amygdala, baserat péd resultaten till f6ljd av

administrering av nikotinantagonister, antogs vara a3, a4, 2, 3.

1.1.5. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisdttning i hypotalamus

Noradrenalinfrisittning i hypotalamus, som ocksd utgoér en del av det limbiska systemet i
hjédrnan, har kunnat undersdkas med synaptosomer och hjérnskivor (Yoshida m.fl. 1980;
Anderson m.fl. 2000). I badda undersokningarna anvinde man rattor. Hall och Turner (1972)
undersokte ddremot noradrenalinfrisdttningen 1 hypotalamus hos katter till foljd av

nikotinstimulering.

Yoshida m.fl. (1980) anvinde Wistar-rattor for att undersdka noradrenalinfrisittningen med

hypotalamiska synaptosomer. Aven i denna undersdkning kunde man konstatera att nikotin
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stimulerar noradrenalinfrisdttning i hypotalamiska synaptosomer och att frisdttningen var
koncentrationsberoende. Nikotinreceptorantagonisten mecamylamin reducerade friséttning av
noradrenalin fran de hypotalamiska synaptosomerna. Mecamylamin har konstaterats att bl.a.
blockera a42f*-receptorer — med andra ord &r det mdjligt att detta dr en av viktiga
nikotinreceptorerna 1 hypotalamus (McKee m.fl. 2009; Posadas m.fl. 2013).
Noradrenalinfriséttning till f6ljd av nikotinstimulering 6kar ocksd i hypotalamus hos katter

enligt undersdkningen gjord av Hall och Turner (1972).

Noradrenalinfriséttningen i hypotalamiska skivor som erhéllits frén rattor var inte omfattande i
undersdkningen utford av Anderson m.fl. (2000), dock var frisdttningen tillracklig for att kunna
méta. Av de omradden som undersoktes var noradrenalinfrisdttningen 14gst 1 hypotalamus till

foljd av nikotinstimulering (Tabell 1).

2. MATERIAL OCH METODER

2.1.Frisdttning av neurotransmittorer fran synaptosomer

Synaptosomer &r isolerade synaptiska nervterminaler fran neuroner, som bereds genom att
homogenisera viavnadsprover frin hjarnomradden (Whittaker m.fl. 1964; Raiteri och Raiteri
2000). Synaptosomer har frimst anvints for att undersoka frisdttning av neurotransmittorer fran
nervterminaler, men synaptosomer ldmpar sig dven for undersdkning av bl.a. transport av
neurotransmittorer, interaktion mellan receptorer och lokalisering av receptorer. Utveckling av
forskningsmetoder som involverar synaptosomer, har framforallt underldttat undersékning av
friséttning av neurotransmittorer till foljd av stimulering av presynaptiska receptorer. Forskning
med synaptosomer har dven bidragit med viktig information om farmakologiska substanser och

deras formaga att bade direkt och indirekt stimulera frisdttning av neurotransmittorer.

Hebb och Whittaker (1958) isolerade synaptosomer fOrsta gangen i en undersdkning som
fokuserade pa acetykolinets distribution i CNS. Synaptosomer definierades senare pa 60-talet
av Whittaker m.fl. (1964). Sedan dess, har forskning med synaptosomer utvecklats och bidragit
virdefull information om bl.a. neurotransmittorer och deras frisdttning i CNS. Nar
vévnadsprover fran hjirnan homogeniseras under isotona forhillanden, separeras presynaptiska

nervterminaler som bibehéller storsta delen av nervterminalernas struktur och funktioner.
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2.1.1. Dopaminfrisittning frdn synaptosomer

Det dopaminerga systemet 1 hjdrnan har under flera ar varit ett populdrt foreméal for forskning
(Arias-Carrion m.fl. 2010). Forskning med synaptosomer har bidragit med vardefulla insikter
om dopaminets frisittning i olika hjarnomraden (Evans 2015). Fordndringar i det dopaminerga
systemet dr involverade i patofysiologin for flera olika neurologiska- och neurodegenerativa
sjukdomar (Arias-Carrion m.fl. 2010). Speciellt har forskning angfende det dopaminerga
systemet undersokt nikotinreceptorernas forméga att reglera dopaminfrisittning med
synaptosomer (Clarke och Pert 1985; Grady m.fl. 2002). De nigrostriatala- och mesolimbiska
banorna dr de viktigaste dopaminerga banorna i1 det dopaminerga systemet och
dopaminfrisdttning i dessa banor regleras dtminstone till viss del av de presynaptiska
nikotinreceptorerna. Framst har dopaminfrisdttning undersokts med synaptosomer fran gnagare
(moss och rattor), men dven postmortem-undersdkningar med ménskliga synaptosomer har
utforts (Evans 2015; Jhou och Tai 2017). Dopaminfrisittning formedlad av presynaptiska
nikotinreceptorer har undersokts med synaptosomer fran bl.a. striatum, substantia nigra och

accumbenskirnan (Rapier m.fl. 1990; Grady m.fl. 2002).

Rapier m.fl. (1990) undersokte dopaminfrisittning fran striatala synaptosomer. Som
forsoksdjur anvindes rattor. Synaptosomerna stimulerades med bade agonister och antagonister
for att undersoka deras effekt pd dopaminfrisdttningen. Som agonister anvéndes bl.a. nikotin
och cytisin. Bdda agonisterna stimulerade frisdttning av dopamin frdn de striatala
synaptosomerna. Antagonister som anvéndes for att undersoka deras inhiberande effekt pa
dopaminfrisdttningen, var bl.a. mecamylamin och «o-BTX. Mecamylamin inhiberade
dopaminfrisdttning 1 storre utstrdckning &n de andra antagonisterna som anvéndes i

undersdkningen.

Frisattning av dopamin frin striatala synaptosomer som erhdllits frd&n mdss har ocksé
undersokts (Grady m.fl. 2002). Foérutom frisittningen frén striatala synaptosomer, undersoktes
ocksa frisdttningen frdn synaptosomer frdn andra hjirnomradden. De andra omrdden som
undersoktes var luktupphdjningen (tuberculum olfactorium), accumbenskdrnan och den
frontala barken. Dopaminfrisdttning fran synaptosomer kunde observeras for alla omraden som
man undersokte, men dopaminfrisittningen frdn synaptosomerna som erhallits fran frontala
barken var betydligt mindre jimfort med de andra omraden. I denna undersdkning anvéndes
bl.a. nikotin som agonist for att stimulera frisdttningen. Detta stimmer 6verens med tidigare

forskning som ocksa jaimfort dopaminfriséttning i frontala barken och t.ex. striatum (Whiteaker
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m.fl. 1995). Nikotinantagonister anvéndes ocksa for att undersdka inhibering av
dopaminfriséttning i de olika hjarnomridena (Grady m.fl. 2002). Samma forskning undersokte
dven dopaminfrisittning till foljd av nikotinstimulering med synaptosomer fran 2-KO-mdss.
Nikotinstimulering av synaptosomer fran KO-mdssen ledde inte till dopaminfrisdttning, vilket
innebadr att en signifikant andel av dopaminfriséttning i de olika hjirnomréden som undersoktes
formedlas via nikotinreceptorer med P2-underenheter. Antagonisterna som inhiberade
dopaminfrisédttningen pekade ocksa pd att nikotinreceptorer med f2-underenheter &r essentiella

for dopaminfrisittningen i de undersokta hjarnomraden.

Striatala synaptosomer frdn réttor har ocksd anvénts for att studera distribution av
nikotinreceptorer och vilka underenheter som formedlar dopaminfriséttning fran dopaminerga
neuroner (Azam och McIntosh 2004). Genom att anvénda olika conotoxiner som binder till
specifika nikotinreceptorunderenheter kunde man undersoka vilka underenheter som &ar
ansvariga for dopaminfrisittning frdn dopaminerga nervterminaler. Tidigare forskning pekade
pa en viktig roll for a3*-receptorer i de dopaminerga nervterminalerna (Kulak m.fl. 1997), men
undersokningen utférd av Azam och Mclntosh (2004) visade att a6B2*-receptorer antagligen
har en viktigare roll ndr det kommer till reglering av dopaminfriséttningen i de nigrostriatala

banorna.

Synaptosomer kan ocksa anvindas for att studera nikotinreceptorer och deras roll i olika
funktioner i CNS (Marks m.fl. 2014). Forskarna i denna undersdkning kunde konstatera att
kronisk nikotinadministrering leder till uppreglering av a4p2*-receptorer, medan nedreglering
av a6B2*-receptorer kunde observeras. Dessa receptorer formedlar dopaminfrisittning 1 bl.a.
mesolimbiska banor, som har en viktig roll i utveckling av beroenden. (Marks m.fl. 2014; Evans
2015). Synaptosomerna mgjliggér med andra ord dven undersokning av receptorernas funktion

i olika fysiologiska fenomen och deras roll i patofysiologin for olika sjukdomar.

2.1.2. GABA-frisdttning frdn synaptosomer

En annan signalsubstans och frisdttning av den som har undersokts m.h.a synaptosomer &r
GABA (Raiteri och Raiter 2000). Nikotinreceptorer formedlar &ven GABA-frisdttning i CNS.
Detta har undersokts av bl.a. McClure -Begley m.fl. (2009). Friséttning av GABA frdn murina
synaptosomer som erhdllits frdn talamus, hjdrnbarken, hippocampus och striatum. For att
undersoka frisdttningen av GABA, anvéndes acetylkolin for att stimulera synaptosomerna. For

att kunna undersoka olika nikotinreceptorunderenheter och deras roll som foérmedlare av
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GABA-frisdttning i de olika hjirnomréden, anvinde man KO-mdss. Resultaten visade att
GABA frisattes i alla de omrdden som man undersokte. Resultaten visade ocksé att inget GABA
frisattes till foljd av stimulering med acetylkolin frdn synaptosomer som erhéllits frdn a4-KO-
mdss. Detta kunde ocksa observeras i synaptosomer som erhéllits fran f2-KO-mdss. Resultaten
visade att de viktigaste nikotinreceptorerna som reglerar friséttning av GABA 1 de undersokta

hjdrnomraden dr o4p2*-receptorer.

McClure-Begley m.fl. (2009) kunde &ven observera minskad GABA-frisdttning i synaptosomer
som erhéllits fran a5-KO-mdss. Resultaten visade eliminering av a5-kodande genen signifikant
reducerade GABA-friséttning frdn de synaptosomer som erhéllits frdn hjairnbarken. GABA-
frisdttningen 1 striatum och hippocampus minskade, men i talamus var frisdttningen inte

signifikant reducerad.

Forutom att undersbka GABA-frisdttningen i1 de redan ndmna hjarnomrdden med
synaptosomer, har friséttningen i superior colliculi ocksd undersokts (McClure-Begley m.fl.
2009). Dessutom undersoktes dven vilka nikotinreceptorer som var involverad i friséttningen
av GABA i detta omradde m.h.a. KO-mdss. For att stimulera GABA-frisdttningen fran de murina
synaptosomerna anvédndes acetylkolin. Eliminering av f2-underenheten eliminerade néstan
totalt GABA-frisattningen till foljd av stimulering med acetylkolin och minskade signifikant
nér a4-underenheten eliminerades. Frisattningen i GABA péverkades dock inte av eliminering
av B3-underneheten, som har visat ha signifikant betydelse i dopaminerga banor (Salminen

m.fl. 2007; McClure-Begley m.fl. 2009).
2.2. Material

De material som anvéndes i undersokning och deras leverantdrer rdknas upp hédr. L-
askorbinsyra, atropinsulfat (monohydrat) Sigma-Aldrich, Kina. Acetylkolinklorid: Sigma-
Aldrich, Schweiz. Pargylin-hydroklorid: ~ Sigma-Aldrich, Tyskland. D-(+)-Glukos,
kaliumdivétefosfat ~ 4-(-2-hydroxietyl)-piperazin-1-etansulfonsyra (HEPES), bovint
serumalbumin (BSA), HEPES-natriumsalt: Sigma-Aldrich, USA. Nomifensinmaleat: Sigma-
Aldrich, Israel. Magnesiumsulfatheptahydrat: Sigma-Aldrich, Indien. Kaliumklorid, sukros:
Merck, Tyskland. Natriumklorid: Merck, Danmark. 3,4-[2,5,6-*H]-Dihyroxyfenyletylamin
([*H]dopamin): PerkinElmer, Boston, USA. Diiospropylfluorofosfat: Sigma-Aldrich,
Slovakien. Renat vatten : Millipore Simplicity, (Millipore, USA). a-Conotoxin-MII och

vareniklin skinktes &t Helsingfors universitet av Orion.
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2.3. Forsoksdjur

Som forsoksdjur anvindes 3-5 manader gamla C57BL/6JRccHsd-hanmdss (Envigo,
Nederldnderna). Alla experiment och undersokningar utférdes i Overensstimmelse med
europeiska och lokala riktlinjer for hantering av forsoksdjur &mnade for vetenskapligt bruk.
Forsoksdjuren placerades i burar med hogst tvd mdss at gdngen i rumstemperatur (20-22 °C).

En 12 timmars ljuscykel uppratthdlls och de hade tillgéng till vatten och mat ad libitum.

2.4. Forskningsmetod
2.4.1. Synaptsomperfusionsapparaturens funktion

For att undersoka dopaminfriséttningen till foljd av stimulering med acetylkolin och vareniklin
anvindes homogeniserade védvnadsprover fradn striatum. Synaptosomer &r isolerade
nervterminaler som till foljd av homogenisering bibehdller de viktigaste strukturerna och
funktionerna (Whittaker m.fl. 1964: Raiter och Raiteri 2000). For att undersoka friséttningen
fran  synaptosomer, anvindes synaptosomperfusionsapparaten 1 isotoplaboratoriet
(Farmaceutiska fakulteten: Avdelningen for farmakologi och farmakoterapi) vid Helsingfors
universitet. Apparaten mojliggdr undersokning av frisdttning av radioaktiva neurotransmittorer

fran synaptosomer efter stimulering med olika behandlingar.

Apparaten bestar av ett vattenbad (VWR WB6 ; VWR International Radnor PA, USA), som
anvénds vid inkubering av synaptosomer, dér upptag av radioaktivt mirkta neurotransmittorer
1 synaptosomer dger rum. Apparaten har dven atta hallare av plast (PALL Life Sciences, Ann
Arbor MI, USA), som filterpapprena kan placeras pd (PALL LIFE Sciences, glasfiber,
filterstorlek: 1 pl). Under experimentet kan synaptosomer som innehéller radioaktivt markt
signalsubstans pipetteras pa dessa filterpapper. Tre peristaltiska pumpar, som ockséd hor till
apparaten, pumpar buffertlosning pd filterpapprena under experimentet och ytterligare en
peristaltisk pump anvinds for att suga buffertldsningen genom synaptosomerna (Gilson
Minipuls 3; Gilson Middleton WI, USA). For att leda buffertlosning genom synaptosomerna
pa filterpapprena, anvdnds en kontrollpanel med atta kranar som mojliggér kontroll av
buffertlosningarnas passage genom apparatens filterhdllare. Via kontrollpanelen kan
buffertlosningarna dven styras till apparatens fraktionssamlare (Gilson FC204, Gilson), som

mdjliggor uppsamling av buffertldsningen som styrts genom synaptosomerna pa filterpapprena.
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Buffertlosningen kan m.h.a. fraktionssamlaren samlas pd 96-halsplattor (200 pl/hal;

PerkinElmer, Groningen, Nederldnderna).

De tre fOrsta peristaltiska pumparna dr d@mnade for buffertlosningarna som perfuserar
synaptosomerna. Den forsta pumpen dr &mnad for perfusionsbuffertlosningen, den andra for
buffertlosningen som innehéller aktiva substanser man vill undersdka (stimulerande
buffertlosning) och den tredje for mojlig forbehandling (férbehandlingsbuffertlosning). Genom
alla pumpar passerar atta olika slangar (linjer), som Idper genom filterhallarna. Detta mojliggor
t.ex. samtidig mitning av &tta olika koncentrationer av samma stimulerande behandling.
Kontrollering av de olika buffertlosningarna och styrning av dem genom filterhdllarna gors med

kontrollpanelens trevigskranar som &r fésta pa en plastskiva.

Kontrollpanelen och kranarna ger mojligheten att vélja vilka av de tre olika 16sningarna som
man vill perfusera synaptosomerna med. Den valda perfusionslosningen droppar i jamn
hastighet pa filterhdllarna med synaptosomerna. De tvd andra l0sningarna loper samtidigt
genom slangarna till andra kdrl istéllet for att lopa genom filterhdllarna.
Perfusionsbuffertlosningen styrs till avfallskdrl ndr kranarna &r stingda, medan den
stimulerande buffertlosningen och buffertlosningen som anvénds vid forbehandling av
synaptosomerna styrs tillbaka till sina ursprungliga kérl. Detta for att spara pd respektive
16sningar. Den fjdrde pumpen suger konstant upp l6sningarna som perfuserar synaptosomerna
pa filterhdllarna. Detta mojliggdr perfusion av synaptosomerna. Losningen som styrs igenom
filterhdllarna kan styras till avfallskdrl eller tas till vara pd 96-halsplattor med

fraktionssamlaren.

Perfusion av synaptosomer genomfOrs ofta genom att forst perfusera synaptosomerna med
perfusionsbuffertldsningen, sedan med alternativ forbehandlingsbuffertlosning och sedan med
den stimulerande buffertldsningen. Till sist perfuseras synaptosomerna ytterligare 4n gang med
perfusionsbuffertldsningen, som sedan samlas upp av fraktionssamlaren. Losningen som
samlats upp pa 96-halsplattor m.h.a. fraktionssamlaren, analyseras sedan genom att maéta
radioaktiviteten i den uppsamlade 16sningen. Detta for att underséka om de substanserna man

undersokt lett till neurotransmittorfrisittning fran synaptosomerna.

2.4.2. Forberedning av synaptosomer fran striatum

For att undersoka frisdttningen av dopamin frén striatala synaptosomer forbereddes s.k. P1-

synaptosompellets. Mossen (2 stycken) avlivades med cervikal dislokation och sedan
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dissekerades hjdrnorna ut ur skallen. De dissekerade hjdrnorna placerades pd ett iskallt och
fuktigt papper. Striatum fran bada hjdrnhalvorna separerades sedan fran den Ovriga
hjarnvédvnaden som slédngdes bort. Vilka delar av striatum som togs till vara definierades inte i
denna undersokning. Striatum frn bada hjarnhalvorna fran samma mus placerades i provror
som innehdll 500 pl iskall homogeniseringslosning (2,5 M sukros, HO, 50 mM HEPES, ph
7,5). Efter det, homogeniserades vdavnadsproverna for hand med en glas-teflon-homogenisator.
Homogeniserade prover overfordes sedan i 2 milliliters provror. I samma provror tillsattes dven
homogeniseringslosning som anvints for att skolja ur homogenisatorn. Homogenisatorn
skoljdes tva gdnger (2 x 500 pul homogeniseringslosning). De homogeniserade striatumproverna
delades sedan i tvd provror - striatum frdn samma mus delades i tva provrdr, sammanlagt
erholls dirmed fyra provror med homogeniserade vavnadsprover som numrerades: 1A, 1B, 2A,
2B (1A-B frdn samma mus och 2A-B fran den andra). Dessa fyra provror centrifugerades sedan
(12000 g, 4 °C, 20 min; Eppendorf Centrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg, Tyskland). Efter
centrifugeringen fOrvarades proverna nedsdnkta i is. Vid perfusion av synaptosomerna
anvindes innehéllet 1 provréren en gdng, sammanlagt genomfOrdes perfusion av

synaptosomerna i fyra omgangar.

2.4.3. Upptag av radioaktivt dopamin i synaptosomer

Efter centrifugeringen resuspenderades P1-pelletsen 1 800 pl upptagsbuffert (128 mM NaCl,
2,4 mM KClI, 3,2 mM CaCl, 1,2 mM KH;POs4, 1,2 mM MgSO4, 25 mM HEPES pH 7.5, 10
mM glukos, 1 mM askorbinsyra, 10 uM pargylin). Suspensionen inkuberades dérefter i 10
minuter i 37 °C varmt vattenbad. Efter inkuberingen tillsattes 4 ul [*H]dopamin (specifik
radioaktivitet 55,0 Ci/mmol) och 4 ul DFP (2 mM), for att inhibera acetylkolinesteras. Efter

detta inkuberades suspensionen igen i 5 minuter i 37 °C varmt vattenbad.

2.4.4. Frisittning av radioaktivt dopamin fran synaptosomer

Dopaminfrisdttningen frdn striatala synaptosomer undersdktes 1 rumstemperatur.
Synaptosomerna, som innehdll radioaktivt [*H]dopamin, pipetterades pa filter som placerades
pa filterhallarna. Alla atta linjer anvéindes och synaptosomerna pipetterades ddrmed pa alla atta
filterhdllare (80 pl/filterpapper). Efter att synaptosomerna pipetterats pa filterpapprena
paborjades genast perfusion av synaptosomerna med perfusionsbuffertlosningen, som inneholl
upptagsbuffertlosning och 1 uM atropin, 1 pM nomifensin och BSA. Perfusionshastigheten var
ca 0,8 ml/min och perfusionen pédgick i 10 minuter. Forbehandling med o-CTX-MII
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genomfordes genom att perfusera utvalda filterhdllare med perfusionslosning som innehdll 50
nM a-CTX-MII under de tre sista minuterna (7 min perfusionsbuffertlosning + 3 min
forbehandling). For att uppna en viss niva av randomisering forbehandlades olika filterhallare
under varje experiment. Efter att synaptosomerna perfuserats i 10 minuter, perfuserades alla
filterhdllare med den stimulerande buffertlosningen i 20 sekunder. Den stimulerande
buffertlosningen innehdll utvalda koncentrationer av den substansen som undersoktes. Alla atta
filterhallare behandlades med olika koncentrationer av den stimulerande buffertlosningen.
Aven de stimulerande buffertlosningarna med olika koncentrationer anviindes i randomiserad
ordning. Efter perfusion med den stimulerande buffertlosningen, fortsattes perfusion av
synaptosomerna med perfusionsbuffertlosningen och frisatt [*’H]dopamin fran synaptosomerna
samlades m.h.a. fraktionssamlaren pa 96-halsplattor (ca 10 sekunders fraktioner). I varje hal pa
96-halsplattan tillsattes 150 pl scintillationslosning (Optiphase Supermix; PerkinElmer, USA).
Direfter ticktes med plastfilm och védndes sedan upp och ner ndgra ganger for att blanda om
innehallet. Innehdllets radioaktivitet i de individuella halen pa 96-halsplattorna mittes med

vitskescintillationsriknare (2450-0020 Microbeta; PerkinElmer, Singapore).

Med metoden som beskrivits ovan undersoktes [*H]dopaminfrisdttningen frén striatala
synaptosomer till foljd av stimulering med nikotinreceptoragonisterna acetylkolin och
vareniklin. I bada fallen anvindes 50 nM a-CTX-MII {6r att forbehandla synaptosomerna. Péa
detta sitt, kunde resultaten delas in i a-CTX-MII-kidnslig (a6p2*-formedlad) och -resistent
(a4P2*-formedlad) frisdttning av [*H]dopamin. For att undersoka friséttningen av acetylkolin
anvindes sju olika koncentrationer (0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 10 uM och 30
uM). Som kontroll anvdndes K'-16sning, sammanlagt anvindes alltsd alla linjer i
synaptosomperfusionsapparaten. Samma koncentrationer anviandes for vareniklin och dven hir

anvindes K* som kontroll for att forsékra att [*H]dopamin frisattes frdn synaptosomerna.

2.4.5. Analys av resultaten

Resultaten som erhdlls med vitskescintillationsrdknaren analyserades med en killkod som
utarbetats pad Colorado universitet med den statistiska arbets- och programmeringsmiljéon R
(version 2.15.2.; R Core Team). Vitskescintillationsrdknaren rdknade méngden signaler som
mittes fran varje hal pa 96-halsplattorna. De uppmitta signalerna per tidsfraktion presenterades
i form av grafer. Grafens topp, som kunde observeras till f6ljd av stimulering med de anvédnda
agonisterna, identifierades genom visuell inspektion av graferna. For att bestimma baseline,

anvéndes fraktionerna som samlats innan och efter toppen. De sammanlagda fraktionerna for
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toppen kunde riknas ut genom att subtrahera baselinevirdet fran resultaten for att bestimma
frisdttning i enheter for de olika koncentrationerna som undersokts. For att rdkna ut a4p2*-
formedlade frisdttningen av dopamin, subtraherades frisdttningen som observerats efter
forbehandling med o-CTX-MII frén den totala friséttningen. Dosresponsresultaten flyttades
over till GraphPad Prism-programmet (version 9.0.0; GraphPad Software, La Jolla CA, USA)
for att analysera resultaten med icke-linjdr regressionsanalys. Med hjilp av den icke-linjéra
regressionsanalysen kunde resultaten frn frisdttningsexperimenten sittas in i foljande

ekvation:

Rmax — Rmin
1+ 10(ogEC50—X)*Hi

Y = Rmin +

I ekvationen star Y for den uppmatta frisdttningen av dopamin, X star for den logaritmiska
koncentrationen av den undersdkta substansen (i detta fall vareniklin eller acetylkolin), Rumin
star for minimumfrisattning och Rmax star for den maximala frisdttningen. ECso stér for den
koncentration som astadkommer 50 % av den maximala responsen och Hi stir for Hill-termen

(Hill-slope).

3. RESULTAT

3.1. Dopaminfrisattning till foljd av stimulering av nikotinreceptorer med agonister

Behandling av de striatala synaptosomerna fran moss med acetylkolin (Bild 3A) och vareniklin
(Bild 3B) stimulerade [*H]dopaminfrisittning. Frisittningen av [*H]dopamin till f6ljd av
stimulering med acetylkolin och vareniklin var koncentrationsberoende. Olika vérden for
dopaminfriséttningen till foljd av stimulering med acetylkolin och vareniklin &r presenterade i
Tabell 2. ECso-védrden (ECso = koncentrationen av acetylkolin och vareniklin som kravdes for
att astadkomma 50 % av den maximala responsen), den maximala frisdttningen och
standardavvikelse for dessa viarden kan avlédsas ur tabellen. [PH]Dopaminfriséttningen till foljd
av stimulering med acetylkolin var betydligt storre dn for vareniklin (acetylkolin: Rmax = 21,0
+ 1,2; vareniklin: Rmax = 4,072 £ 0,14). Koncentrationen som kriavdes for att stimulera
[*H]dopaminfrisdttningen fran de striatala synaptosomerna var hogre for vareniklin (logECso =

-7,54 £ 0,10) an for acetylkolin (logECso = -6,18 £ 0,11). Dopaminfrisattningen fran de striatala
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synaptosomerna delades in i total- a4B2*-medierad-, och a6f32*-medierad frisittning (Bild 3;

Tabell 2).

Blockering av a6B2*-receptorer med a-CTX-MII (a-CTX-MII-kidnslig frisittning), ledde till
minskad [*H]dopaminfrisittning till f6ljd av stimulering med acetylkolin och vareniklin
(acetylkolin + a-CTX-MIIL: Rmax = 4,0 £ 0,5; vareniklin + a-CTX-MII: Rmax = 0,912 + 0,14).
Den o-CTX-MIl-resistenta dopaminfrisdttningen var stdrre bdde efter stimulering med
vareniklin och acetylkolin. Den a-CTX-MII resistenta delen av den acetylkolinstimulerade
[*H]dopaminfrisdttningen utgjorde ca 80 % av den totala frisittningen och ca 78 % av den

vareniklinstimulerade [*H]dopaminfrisittningen frén de striatala synaptosomerna.
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— Total frisattning
== 0432*-medierad frisattning
-+« ab6B2*-medierad frisattning

total frisattning
EC;,= 0,660 uM N=5

a4f32*-medierad frisattning
EC;,=1,023 uM N=5

[*H]dopaminfrisittning, enheter

log[acetylkolin], M a6p2*-medierad friséttning
EC;,= 0,166 uM N=5

% 6; — Total frisattning
£ B —= 04B2*-medierad frisattning
Q e *_ . YT
23 4l a6B2*-medierad frisattning
£
8 2
= total frisattning
£ EC,=0,029uM  N=10
£ o -
_§' 4 a4p2*-medierad friséattning
T -2 EC;, = 0,039 uM N=10
™

a6p2*-medierad frisattning
EC;,=0,014 uM N=10

Bild 3. Acetylkolin och vareniklin stimulerar o4p2*- och o6B2*-medierad
[*H]dopaminfrisittning i striatala synaptosomer. Synaptosomerna perfuserades med
bufferlosning i 10 minuter och under de 3 sista minuterna anvindes en bufferlosning som
innehdll o-CTX MIIL. Efter perfusion i 10 minuter, stimulerades synaptosomerna med
acetylkolin (A) eller vareniklin (B) i 20 sekunder, varefter [*H]dopaminfrisittningen mittes.
For att bestimma den o-CTX MIl-resistenta frisittningen av dopamin (a4p2*-medierad
frisdttning), subtraherades [*H]dopaminfrisdttningen efter forbehandling med o.-CTX MII med
[*H]dopaminfrisittningen som mittes utan forbehandling med a-CTX MII (a6B2*-medierad)
. Graferna &r skapade genom att analysera den genomsnittliga [*H]dopaminfrisdttningen frén
de striatala synaptosomerna med en icke-linjir regressionsanalys. ECso = Den koncentration
som dastadkommer 50 % av den maximala effekten



25

Tabell 2. Virden for total-, o4B2*-medierad-, och o6B2*-medierad
[*H]dopaminfrisittning frin striatala synaptosomer till foljd av stimulering med
acetylkolin och vareniklin. Virdena ar utrdknade med icke-linjdr regressionsanalys. Virdena
for dopaminfriséttning stimulerad av acetylkolin och vareniklin, deras ECso-virden, maximala
frisittning (Rmax), antalet forséksdjur (N), logaritmiska ECso-vérdet (log ECso). a-CTX MII =
o—conotoxin MII

ECSO 10g ECSO ECSO 95 % Rimax N
(uM) +standard- | konfidensintervall | (enheter)
avvikelse (uM) tstandard-
avvikelse
Acetylkolin 0,660 -6,18 + 0,39-1,12 21,0+ 1,2 5
(total) 0,11
+ o-CTX MII 1,023 -5,99 + 0,55-1,90 17,6 £1,3 5
(a4B2%*- 0,13
medierad)
—o-CTX MII 0,166 -6,78 + 0,038-0,72 4,0+0,5 5
(06P2*- 0,31
medierad)
Vareniklin 0,029 -7,54 0,018-0,046 4,072 + 10
(total frisdttning) 0,10 0,14
+ o-CTX MII 0,039 -7,41 0,024-0,064 3,190 + 10
(04p2*- 0,11 0,12
medierad)
—o-CTX MII 0,014 -7,86 £ 0,0137-0,0142 0,912 + 10
(06p2%*- 0,51 0,14
medierad)

4. DISKUSSION OCH SLUTSATSER

En av de viktigaste uppgifterna for nikotinreceptorerna dr deras formaga att reglera friséttning
av neurotransmittorer i CNS (Picciotto m.fl. 2001; Dani 2015). Frisittningen av noradrenalin
till foljd av stimulering av nikotinreceptorer har kunnat undersdkas med flera olika metoder. I
denna avhandling granskades forskning som undersokt noradrenalinfriséttning med isolerade

hjérnskivor, mikrodialys och synaptosomer (Leslie m.fl. 2002; Azam och McIntosh 2006;
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Chefer m.fl. 2009; Evans 2015). Dessa olika metoder har bidragit med vérdefull information
om det noradrenerga systemet och frisdttning av noradrenalin. I denna avhandling togs
noradrenalinfrisittning till f6ljd av stimulering av nikotinreceptorer upp. Dessa
forskningsmetoder har dven gett insikt om nikotinreceptorernas stokiometri, deras distribution
och deras potentiella roll i patofysiologiska mekanismer relaterade till olika sjukdomar i CNS.
Noradrenalinfriséttning till f6ljd av stimulering av nikotinreceptorer har frimst undersokts i

hippocampus, hjarnbarken (flera olika delar) och i delar av de limbiska regionerna.

Hippocampus innerveras av de noradrenerga neuronerna som projicerar frin LC (Azam och
Mclntosh 2006). Distribution av de olika nikotinreceptor-underenheterna i hippocampus har
ocksa kunnat undersokas m.h.a. de metoderna som ndmnts i tidigare stycke. Detta har kunnat
undersdkas med synaptosomer och genom att anvdnda antagonister for att blockera specifika
nikotinreceptorer, har man kunnat dra slutsatser om vilka nikotinreceptorer som finns i det
undersokta omrddet. I hippocampus har man kunnat konstatera att i stort sitt alla
nikotinreceptorer som formedlar noradrenalinfriséttning har en B2-undernehet. Dessutom har
o4- och o6-underenheten konstaterats ha en viktig roll som formedlare av
noradrenalinfrisdttning 1 hippocampus. Blockering av B3-underenheten ledde ocksa till
néstintill total inhibering av noradrenalinfriséttning. Samma resultat har ocksd kunnat
observerats i andra undersokningar (Azam och McIntosh 2006; Scholze m.fl. 2007). Bade a4-
och oa6-underenheterna brukar forkomma tillsammans med [(2-underneheten i
nikotinreceptorer. Baserat pa resultaten frén de olika undersdkningarna kan man anta att de
viktigaste nikotinreceptorer som formedlar noradrenalinfrisittning i hippocampus ar a432*-

och a6p2*-receptorer.

Posadas m.fl. (2013) rapporterade ocksa om dessa receptorer i sin dversiktsartikel ddr man
samlat information fran flera olika forskningar som bl.a. fokuserat pa nikotinreceptorernas
distribution 1 CNS. Eftersom hippocampus reglerar minnesfunktioner och genomgér
patofysiologiska fordndringar i bl.a. Alzheimers sjukdom, dr detta ett omrade som med hjilp
av de olika forskningsmetoderna kunde undersdkas for att klarligga nikotinreceptorernas
funktion i detta omrade (Posadas m.fl. 2013; Dineley m.fl. 2015). Férsdmring av de kognitiva
funktionerna hos individer som lider av Alzheimers sjukdom kan kopplas till fordndringar i
hippocampus. Detta indikerar att nikotinreceptorerna i hippocampus kan vara potentiella
maélreceptorer for behandling av forsamrade kognitiva funktioner. For att kunna utveckla mera

specifika ldkemedel kravs dock mera forskning for att faststilla nikotinreceptorernas
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stokiometri 1 hippocampus och for att ytterligare kunna faststdlla om a4p2*- och dr a6p2*-
receptorerna dven forekommer tillsammans med andra nikotinreceptor-underenheter i
hippocampus. Ett problem med nikotinagonister har varit att de inte &r tillricklig specifika

(Hurst m.f1. 2013).

Noradrenalinfriséttning i hjarnbarken och i de olika delarna av hjdrnbarken har undersokts med
flera olika metoder (Woo m.fl. 2002). Amtage m.fl. 2004; Salminen och Vaha (opublicerat
material). Patofysiologiska fordndringar i hjdrnbarken ar kopplade till flera olika sjukdomar
(Dineley m.fl. 2015). Férsamring av kognitiva funktioner i neurodegenerativa sjukdomar och
neurologiska sjukdomar (t.ex. schizofreni), som kopplats till patofysiologiska forédndringar i
hjdrnbarken har delvis bidragit till hjdrnbarkens popularitet bland forskare.
Nikotinreceptorernas formedling av noradrenalinfrisdttning 1 hjdrnbarken har kunnat
undersokas med hjirnskivor, mikrodialys och synaptosomer (Toth m.fl. 1992; Anderson m.fl.
2000; Leslie m.fl. 2002; Salminen och Vaha, opublicerat material). Alla dessa metoder har
bidragit med viktig information om noradrenerg signalering i hjarnbarken och dess betydelse
for kognitiva funktioner. Dessa undersdkningar har visat att noradrenalin frisétts i bl.a.

neocortex, prefrontala cortex och motoriska barken.

Resultat frdn den opublicerade forskningen som utforts av Salminen och Vaha (opublicerat
material) har ocksd gett insikt 1 vilka receptorunderenheter som formedlar
noradrenalinfrisdttningen i motoriska- och prefrontala cortex hos moss. Resultaten visade att
noradrenalinfrisdttningen i prefrontala cortex &r storre dn i den motoriska barken, men i bada
fallen kunde man observera noradrenalinfrisittning. Resultaten som erholls efter administrering
av a-CTX-MII, visade att a-CTX-MII-kénslig frisdttning atminstone minskade till viss del
efter blockering med a-CTX-MII i bdde motoriska- och prefrontala cortex. Den a-CTX-MII-
resistenta frisdttningen av noradrenalin var dock hogre &n den a-CTX-Mll-kénsliga
frisittningen. Aven de homomeriska a.7-receptorerna har hittats i hjirnbarken hos gnagare och
friséttning till foljd av stimulering av dessa receptorer kan inte helt uteslutas (Pohanka 2012).
Genom att anvidnda o7-receptorspecifika antagonister kunde man wundersdka om
noradrenalinfrisittning ocksd formedlas via dessa receptorer i prefrontala- och motoriska
barken. Resultaten fran denna undersokning visar dock att den viktigaste fomedlaren av
noradrenalinfrisdttning i bade prefrontala- och motoriska barken dr a4p2*-receptorer. Bade

o4p2*- och a6P2*- presynaptiska receptorer har kopplats till flera olika sjukdomar (Dineley
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m.fl. 2015). Patofysiologiska fordandringar som kopplats ihop med Alzheimer sjukdom, har
dven kunnat kopplas till a4p2*-receptorer i hjarnbarken och hippocampus. Jimfort med friska
individer i samma &lder, har man kunnat observera att 04p2*-receptorernas bindningsstéllen i
hippocampus och hjérnbarken minskar med ca 50 %, medan muskarina receptorer inte
paverkas i storre utstrackning. Med andra ord verkar nikotinreceptorerna paverkas i hdgra grad.
Agonister for a4p2*-receptorerna, som potentiellt skulle kunna 6ka noradrenerg transmission i
hjérnbarken, kunde med andra ord utgdra intressanta malreceptorer for behandling av kognitiva
symptom som associeras med Alzheimers sjukdom. Aven a6B2*-receptorerna, som ven tycks
formedla en del av noradrenalinfrisdttningen i hjdrnbarken kunde vara en potentiell mélreceptor
for nya nikotinreceptor-specifika ldkemedel eftersom dven de receptorerna tycks formedla
noradrenalinfrisdttning i bdde prefrontala- och motoriska hjérnbarken. Hittills har forskning
fokuserat mycket pd de nikotinreceptorerna som forekommer 1 stora koncentrationer i CNS,
men resultat fran forskning pekar dven pé att nikotinreceptorer som inte féorekommer i samma

utstrdckning besitter potential (t.ex. a6p2*-receptorer).

Noradrenalinfriséttning till f6ljd av stimulering av nikotinreceptorer har ocksa undersokts i
hypotalamus och amygdala, som &r viktiga strukturer i hjdrnans limbiska regioner (Yoshida
m.fl. 1980; Anderson m.fl. 2000; Amtage m.fl. 2004). Aven i dessa omraden verkar a4p2*-
receptorerna ha en viktig roll for frisittningen av noradrenalin. Noradrenalinfrisdttningen 1
dessa limbiska strukturer har inte undersokts i lika stor utstrackning som t.ex. hippocampus och
hjédrnbarken. Mera information om nikotinreceptormedierad frisdttning i de limbiska omraden,
kunde eventuellt leda till nya insikter om nikotinreceptorernas roll i dessa regioner.
Patofysiologiska fordndringar i de limbiska omriden har kunnat observeras i bdde neurologiska
och neurodegenerativa sjukdomar (Anderson m.fl. 2000; Espay m.fl. 2014). Mera forskning
inom detta omrédde kunde bidra med vérdefull information som bl.a. kunde utnyttjas inom

lakemedelsforskningen.

Andra neurodegenrativa sjukdomar som kopplats till 04p2*- och a6p2*-receptorer &r bl.a.
Parkinsons sjukdom. (Quik och Wonnacott 2011). De motoriska symptomen som kopplas till
Parkinsons sjukdom, kunde potentiellt ocksd behandlas genom att Oka noradrenerg
transmission i motoriska barken med 04p2*- och a6p2*-receptoragonister. Bada receptorerna
finns dven i dopaminerga banor i hjirnan och ir strakt kopplade till Parkinsons sjukdom.
Noradrenerg denervering kan bl.a. observeras i hjdrnbarken och hippocampus i hjérnan vis

Parkinsons sjukdom. Agonister for a4p2*- och a6p2*-receptorer, kunde ha potential att lindra



29

pa bl.a. motoriska symptom genom att binda till mélreceptorer i den motoriska barken, och
dessutom kunde de dven eventuellt lindra kognitiva symptom som associeras med Parkinsons
sjukdom (Quik och Wonnacott 2011; Salminen och Vaha (opublicerat material)). Trots att det
finns bevis pa att dessa receptorer kunde vara potentiella malreceptorer, krivs det dock mera
forskning for att kunna faststélla dessa teorier och for att ytterligare studera stokiometrin av

dessa nikotinreceptorer.

Intressant nog har man kunnat undersdka noradrenalinfrisdttningen i hjarnbarken med
ménskliga vdvnadsprover (Woo m.fl. 2002; Amtage m.fl. 2004). Resultat fran dessa
undersokningar har ocksé visat att noradrenalin frisétts frdn den ménskliga hjarnbarken till f61jd
av stimulering av nikotinreceptorer. I undersékningen utford av Woo m.fl. (2002) kunde man
se att en betydligt stérre méngd noradrenalin frisattes 1 den méanskliga hjarnbarken jamfort med
undersdkningar som anvént rittor (Anderson m.fl. 2000). Det kan finnas flera forklaringar till
detta fenomen och en orsak &r sjélvklart skillnader mellan arter. Det finns mojlighet att de
nikotinreceptorer i den manskliga hjdrnbarken som formedlar noradrenalinfrisédttning inte dr de
samma som formedlar noradrenalinfrisdttning i hjdrnbarken hos rattor. Metoderna som
anvindes i1 de olika undersokningarna var inte heller identiska, vilket ocksd kan paverka
resultaten. Det bor ocksd ndmnas att vavnadsproverna frén den ménskliga hjarnbarken erhdlls
fran individer med svarbehandlad och ldkemedelsresistent epilepsi. Det finns en mdjlighet att
de patofysiologiska fordndringarna i hjdrnan och ldngvarig behandling med olika ldkemedel
hade lett till forandringar i hjarnbarken hos epilepsipatienterna, vilket ocksa kan ha paverkat
resultaten. Detta visar att skillnader mellan olika ddggdjur bor ocksa tas i beaktande i forskning.
Det finns ett behov av att genomfora undersdkningar med vévnadsprover fran den ménskliga

hjérnan, men detta dr forstds mera kostsamt och tillgéngligheten kan ocksa vara ett problem.

Synaptosomer 4r en av de metoder som anvdnts for att undersoka de olika
neurotransmittorsystemen i CNS (Raiteri och Raiteri 2000). Hittills har de frimst anvénts {or
att undersoka frisdttning av neurotransmittorer till foljd av stimulering av presynaptiska
receptorer. Frisdttning av dopamin, noradrenalin och GABA har undersokts mycket med
synaptosomer. Forskning med synaptosomer &r en vildigt méngsidig metod och forskning med
dem har ocksa lett till identifiering av nikotinreceptor-underenheter i olika hjirnomraden och
hjélpt till att definiera stokiometrin for nikotinreceptorer. Detta dr egenskaper med metoden
som kunde utnyttjas d&nnu mera for att utveckla nya likemedel som utdvar sin verkan via

nikotinreceptorer. Jamfort med forskning med hjdrnskivor, frisitts det mindre
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neurotransmittorer fran synaptosomer (Anderson m.fl. 2000). Detta kan bero pa att det finns
flera olika receptorer i hjarnskivor som har formégan att formedla neurotransmittorfrisittning.
Synaptosomer lampar sig utmirkt for att undersoka frisdttning av neurotransmittorer som
formedlas via presynaptiska receptorer. Detta gor dem till en utmérkt metod att undersoka de

presynaptiska nikotinreceptorerna och deras funktion.

Ett av de mest centrala malen i denna avhandling var att karaktdrisera dopaminfrisdttningen 1
striatala synaptosomer till f61jd av stimulering av nikotinreceptorer med agonisterna acetylkolin
och vareniklin. I bdda fallen frisattes dopamin frdn de striatala synaptosomerna och effekten
var koncentrationsberoende. Frisdttningen av dopamin var mindre nér vareniklin anvindes for
att stimulera synaptosomerna @n nir acetylkolin anvindes. Detta var véntat eftersom vareniklin
ar en partiell agonist och acetylkolin dr en full agonist for nikotinreceptorer (Hurst m.fl. 2013).
Genom att anvinda a-CTX-MII kunde dopaminfrisdttningen delas upp 1 a-CTX-MII-kédnslig
och a-CTX-Mll-resistent frisdttning. Eftersom o-CTX MII blockerar a6p2*-receptorer, kan
man dra slutsatsen att dopaminfrisittning i striatum formedlas via a6f2*- och icke-a6B2*-
receptorer (Champtiaux m.fl. 2003; Salminen m.fl. 2004). Eftersom man kénner till att a42*-
och a6B2*-receptorer formedlar dopaminfrisittningen i dopaminerga banor (i detta fall
nigrostriatala banor), kunde man dra slutsatsen att den storsta delen av dopaminfrisittning som
kunde observeras till f6ljd av blockering av a6B2*-receptorer med o-CTX-MII, hogst
antagligen formedlas via oa4p2*-receptorer. 1 denna undersdkning testades inte andra
antagonister, s& man kan inte helt utesluta att en del av dopaminfrisittningen féormedlades via
de presynaptiska a7-receptorerna, som ocksa patréffas i striatum (Posadas m.fl. 2013). Baserat
pa resultaten fran undersokningen utféord av Whiteaker m.fl. (2000), kan man dock dra
slutsatsen av att dopaminfrisittningen inte formedlades via a3-underenheten i de striatala
synaptosomerna. Dopaminfrisdttningen minskade inte markvéirt ndr synaptosomerna
forbehandlades med a-CTX-MII. Detta var ocksd véntat eftersom vareniklin dr en a4p2*-
agonist och a-CTX-MII blockerar a6B2*-receptorer. Resultaten fran denna undersdkning var
forvantade. For att undersoka frisdttningen till foljd av stimulering av synaptosomerna med
vareniklin anvéndes flera forsoksdjur (vareniklin: N = 10, acetylkolin N = 5). Detta gjordes for
att f jdmnare resultat. Det bor &ven ndmnas att det forekommer individuella skillnader mellan

mdssen, som ocksa kan paverka resultaten och hdja virdena for bl.a. standardavvikelsen.
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