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1. INLEDNING 

I denna avhandling undersöktes dopaminfrisättning från striatala synaptosomer till följd av 

stimulering av nikotinreceptorer. Även tidigare undersökningar som undersökt 

noradrenalinfrisättning i centrala nervsystemet med synaptosomer och andra metoder 

granskades. Synaptosomer som forskningsmetod granskades också, med fokus på forskning 

som undersökt frisättning av neurotransmittorer i centrala nervsystemet. 

Denna avhandling består av kortare litteraturgranskning av forsking med olika metoder som 

fokuserat på noradrenlinfrisättning till följd av stimulering av nikotinreceptorer.  Forskning som 

undersökt vilka nikotinreceptorunderenheter som förmedlar noradrenalinfrisättning i olika 

regioner i hjärnan behandlas också. Ytterligare behandlas även forskning som undersökt 

neurotransmittorfrisättning i centrala nervsystemet med synaptosomer. Forskning med 

synaptosomer och deras potential för att undersöka neurotransmittorsystem tas också upp också 

här.  

 

I denna avhandling undersöktes också dopaminfrisättning från striatala synaptosomer. 

Dopaminfrisättningen till följd av nikotinreceptorstimulering med vareniklin och acetylkolin 

undersöktes. Genom att utnyttja a-conotoxin-MII, delades dopaminfrisättningen upp i a-

conotoxin-MII-känslig och -resistent frisättning. Målet med denna avhandling var att undersöka 

dopaminfrisättning till följd av stimulering av presynaptiska  nikotinreceptorer med agonister.  

Metoderna, resultaten och tolkning av resultaten  presenteras även här och till sist presenteras 

även slutsatser baserat på resultaten. 

 

På grund av den rådande situationen med coronapandemin, kunde undersökningarna med 

synaptosomer inte fortsättas. Den ursprungliga planen var att fortsätta undersöka 

dopaminfrisättningen från striatala synaptosomerna efter stimulering med andra 

farmakologiska substanser och sedan fortsätta med att undersöka noradrenalinfrisättningen från 

synaptosomer från prefrontala cortex eller den motoriska barken, men dessa planer avbröts 

p.g.a. förändrade omständigheter till följd av pandemin.  
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1.1.  Noradrenalinfrisättning i centrala nervsystemet reglerad av nikotinreceptorer 

En av de viktigaste uppgifterna för nikotinreceptorer i centrala nervsystemet (CNS) är deras 

förmåga att reglera frisättning av olika neurotransmittorer (Picciotto m.fl. 2001; Dani 2015). 

Denna förmåga att reglera frisättning av neurotransmittorer i CNS har varit föremål för 

forskning under en längre tid.  Nikotinreceptorerna interagerar med flera olika 

neurotransmittorsystem i hjärnan och de presynaptiska receptorerna reglerar frisättning av bl.a. 

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

 De presynaptiska nikotinreceptorernas roll i det dopaminerga systemet i CNS har blivit 

undersökt i större utsträckning än deras roll i det noradrenerga systemet (Azam och McIntosh 

2006). Deras förmåga att reglera frisättning av olika signalsubstanser har kunnat kartläggas med 

flera olika forskningsmetoder, bl.a. med synaptosomer och mikrodialys (Chefer m.fl. 2009; 

Evans 2015).  Båda metoderna har bidragit med nya och viktiga upptäckter om de olika 

neurotransmittorsystemen och deras receptorer. Metoderna lämpar sig för att studera de olika 

neurotransmittorerna, deras frisättning och interaktioner mellan de olika 

neurotransmittorsystemen (Singewald och Philippu 1998). Dessutom har forskning med 

hjärnskivor från gnagare varit en av de metoderna som använts för att kartlägga 

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

1.1.1. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i locus coeruleus 

Nikotinreceptorerna och deras roll i förmedling av noradrenalinfrisättning i locus coeruleus 

(LC) har undersökts in vitro av bl.a. Gallardo och Leslie (1998). Noradrenalinfrisättning efter 

stimulering med nikotin undersöktes med LC-cellodlingar som isolerats från råttfoster. Målet 

med forskningen var att undersöka effekten av rökning (nikotin) under graviditeten på fostrets 

utveckling. Rökning under graviditeten associeras bl.a. med ökad risk för inlärningssvårigheter 

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

Nikotin stimulerade Ca2+-beroende frisättning av noradrenalin i LC-neuroner (Gallardo och 

Leslie 1998). Även andra nikotinreceptor-agonister undersöktes – bl.a. epibatidin, vilket också 

stimulerade frisättning av noradrenalin från LC-neuroner. Detta ansågs vara receptorberoende, 

eftersom agonisterna som användes främjade frisättning av noradrenalin, medan antagonisterna 

blockerade frisättningen. Noradrenalinfrisättningen antogs förmedlas av a4b2*-receptorerna, 

eftersom de hittats i LC, även hos råttfoster (Naeff m.fl.1992; Gallardo och Leslie 1998). Man 

kunde dock inte utesluta att andra underenheter var involverad i den nikotinreceptormedierade 
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noradrenalinfrisättningen, eftersom man även hittat andra underenheter i LC hos råttfoster.  

Forskningen visade att nikotin stimulerar frisättning av noradrenalin i LC redan under 

fosterstadiet. Resultaten visade också att det noradrenerga systemet har en viktig roll i 

utvecklingen av CNS. 

Egan och North (1986) utförde forskning som fokuserade på effekterna av nikotin på LC-

neuroner. Noradrenalinfrisättningen efter stimulering med nikotin undersöktes in vitro med LC-

neuroner från råttor. Resultaten visade att nikotin depolariserar LC-neuroner. Perfusion med 

nikotin ledde till depolarisering av cellmembranet. Desensitisering av nikotinreceptorer till 

följd av nikotinadministrering kunde också observeras. Desensitisering av nikotinreceptorer är 

ett fenomen förekommer under långvarig eller upprepad exponering med nikotinagonister 

(Egan och North 1986; Ochoa m.fl. 1989). Detta leder till tillfällig inaktivering av 

nikotinreceptorernas jonkanaler och detta fenomen har också varit föremål för forskning i hopp 

om att förstå fenomenets komplexa fysiologiska roll.  

Trots att det finns forskning som undersökt nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i 

LC, har forskning i högre grad fokuserat på LC-neuronernas förmåga att påverka frisättningen 

av noradrenalin i andra hjärnområden via de noradrenerga nervterminalerna. (Egan och North 

1986; Mitchell 1993; Gallardo och Leslie 1998).  

1.1.2. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i hippocampus 

Frisättning av noradrenalin i områden som innerveras av noradrenerga neuroner från LC, 

förmedlas även via nikotinreceptorer (Mitchell 1993). Frisättning av noradrenalin i 

hippocampus påverkas av nikotin som administreras till LC. Noradrenalinfrisättningen från 

hippocampus mättes in vivo m.h.a. mikrodialys. Mitchell (1993) konstaterade att systemisk 

administrering av nikotin ledde till ökad noradrenalinfrisättning i hippocampus hos råttor, vilket 

visar att noradrenalinfrisättning i hippocampus kan förmedlas via nikotinreceptorer i området. 

Nikotinreceptorernas inverkan på det noradrenerga systemet i hippocampus har undersökts av 

bl.a. Azam och McIntosh (2006), där man undersökte noradrenalinfrisättningen i hippocampus 

hos möss med synaptosomer. Genom att blockera specifika nikotinreceptor-underenheter med 

conotoxiner specifika för utvalda underenheter, kunde man också urskilja vilka 

nikotinreceptorunderenheter som var ansvariga för frisättningen av noradrenalin i 

hippocampus.  
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Både b2- och b4-underenheterna var ansvariga för noradrenalinfrisättningen i hippocampus 

(Azam och McIntosh 2006). Genom att använda b2-KO-möss och även b4-KO-möss kunde 

man också fastställa att b2-underenheten har en viktigare roll än b4 angående nikotinstimulerad 

noradrenalinfrisättning från hippocampala synaptosomer från möss. Resultaten visade att i stort 

sätt alla nikotinreceptorer som förmedlar noradrenalinfrisättning i hippocampus har en b2-

underenhet. En stor del av dessa receptorer var associerade med a4- och b3-underenheter.  I 

b4-KO-möss verkar b2-underenheten kompensera för frånvaron av b4-undereneheten. När b2-

underenheten blockerades frisattes nästa inget noradrenalin alls från de noradrenerga 

nervterminalerna, medan blockering av b4-underenheten i hippocampus inte ledde till 

signifikant reducering av noradrenalinfrisättning (totala mängden).  

Resultaten från samma forskning visade också att största delen av nikotinreceptorerna som 

förmedlade noradrenalinfrisättning också hade en a6-underenhet (Azam och McIntosh 2006). 

När man blockerade a4-underenheten kunde man också observera att noradrenalinfrisättningen 

minskade signifikant, vilket indikerar att a4-underenheten också, likt b2-underenheten, har en 

väldigt viktig roll för frisättning av noradrenalin från hippocampus. Försök med KO-möss som 

saknade a4-underenheten visade att noradrenalinfrisättningen minskade, men försvann inte 

helt. Den mängd noradrenalin som frisattes antogs bero på a6b2b4(b3) -receptorer som 

fortfarande fungerar i a4-KO-möss. Eliminering av b3-underenheten ledde till nästan total 

eliminering av noradrenalinfrisättning, vilket indikerar att b3-underenheten med stor 

sannolikhet finns i de flesta nikotinreceptorerna i hippocampala noradrenerga nervterminaler. 

Luo m.fl. 1998 undersökte effekten av den a3b4-specifika antagonisten a-Conotoxin AuIB (a-

CTX-AuIB) på noradrenalinfrisättning med hippocampala synaptosomer. Resultaten visade att 

a-CTX-AuIB blockerade noradrenalinfrisättning i hippocampala synaptosomer från råttor. 

Ungefär 20-30 % av noradrenalinfrisättningen blockerades, vilket indikerar närvaro av a3b4*-

receptorer i hippocampus hos råttor. Detta stämmer överens med forskningen utförd av Azam 

och McIntosh (2006), som visade att både a3- och b4-underenheterna finns i hippocampala 

regioner.  

Azam m.fl. (2010) utförde undersökningar med hippocampala synaptosomer från möss och 

utnyttjade ett nytt conotoxin: α-Conotoxin BuIA[T5A;P6O] (α-CTX BuIA[T5A;P6O]). 

Resultaten visade att  ungefär en tredejdel av noradrenalinfrisättningen regleras via a6b4*-
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receptorerna och att den resterande frisättningen av noradrenalin regleras via a6*-receptorer, 

som inte associeras med b4-underenheten. Antagligen regleras den resterande 

noradrenalinfrisättningen via a6b2*-receptorer (Azam och McIntosh 2006; Azam m.fl. 2010). 

Dessa slutsatser kunde dras, eftersom man i samma studie konstaterat att 

noradrenalinfrisättningen i hippocampala synaptosomer från a6-KO-möss är obefintlig efter 

stimulering av synaptosomerna med nikotin. I tidigare forskning har man även kunnat observera 

att a4-, b2-, och b3-underenheterna har en viktig roll i regleringen av noradrenalinfrisättningen 

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

 

I undersökningen utförd av Azam och McIntosh (2006) kunde man även observera att 

noradrenalinfrisättning hos 2-3 veckor gamla möss var högre än hos vuxna möss. Detta beror 

antagligen på 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 lillhjärnan hos råttor i sin egen 

forskning. Detta antogs vara en av de viktigaste faktorerna associerade med utveckling av olika 

funktioner som äger rum under perioden då en ökad noradrenalinfrisättning observerades. Det 

är även möjligt att samma orsak ligger bakom en ökad noradrenalinfrisättning i mössens 

hippocampus under de första veckorna efter födseln (Azam och McIntosh 2006).  

Leslie m.fl. (2002) har också jämfört nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i 

färdigutvecklade hippocampus med noradrenalinfrisättningen i hippocampus som inte ännu är 

fullt utvecklad.  Undersökningen gjordes m.h.a. hjärnskivor och synaptosomer som erhållits 

från råttornas hippocampus. Stimulering med nikotin ledde till noradrenalinfrisättning med 

båda metoderna och både hos vuxna och nyfödda (1 vecka gamla) råttor. Frisättningen var 

koncentrationsberoende. Forskningen visade att nikotinreceptorer förmedlar 

noradrenalinfrisättning till följd av stimulering med nikotin under födseln och även under 

postnatal utveckling, vilket tyder på att det noradrenerga- och kolinerga systemet har viktiga 

uppgifter i reglering av hippocampala funktioner i alla utvecklingsstadier.  I båda fallen 

inhiberade också nikotinantagonister noradrenalinfrisättningen i hippocampus.  

Den maximala koncentrationen av noradrenalin som frisattes till följd av stimulering med 

nikotin var högre i de hippocampala skivorna än i de hippocampala synaptosomerna (Leslie 

m.fl. 2002). Detta kan bero på indirekt stimulering av nikotinreceptorer som kan förekomma 

vid undersökningar som involverar skivor från olika hjärnområden (Clarke och Reuben 1996). 
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Detta kan förklaras med att den indirekta stimuleringen möjligen kräver närvaro av axoner. 

Mindre frisättning av noradrenalin från synaptosomer jämfört med frisättning i hjärnskivor från 

olika områden har också observerats i andra undersökningar (Sacaan m.fl. 1995; Clarke och 

Reuben 1996; Leslie m.fl. 2002). Noradrenalinfrisättning i hippocampala synaptosomer 

påverkas inte av tetrodotoxin som är en Na2+-jonkanalantagonist, som även blockerar 

nikotinreceptorer. Tetrodotoxin blockerar däremot noradrenalinfrisättning i hippocampala 

hjärnskivor, vilket också ger stöd för teorier angående indirekta mekanismer bakom 

noradrenalinfrisättning kopplade till närvaro av axoner.  

Leslie m.fl. (2002) konstaterade också att frisättningen av noradrenalin i hippocampus var 

resultat av både direkt och indirekt stimulering av nikotinreceptorer. Resultaten visade också 

att noradrenalinfrisättningen stimulerades av GABA-frisättning. Tidigare undersökningar har 

också visat att GABA-A-receptorer har excitatoriska effekter på noradrenerga nervterminaler i 

hippocampus (Fung och Fillenz 1984). Mekanismerna bakom den excitatoriska effekten av 

GABA-A på noradrenerga nervterminaler är inte helt klarlagd (Leslie m.fl. 2002).  Den 

indirekta excitatoriska effekten av nikotin kunde observeras både i färdigutvecklade och 

neonatala hippocampus i råttor. 

Noradrenalinfrisättning i hippocampus har undersökts i flera olika forskningar med olika 

forskningsmetoder (Clarke och Reuben 1996; Leslie m.fl. 2002; Azam och McIntosh 2006). 

För att undersöka frisättningen av noradrenalin i hippocampus, har man främst utnyttjat 

synaptosomer och hjärnskivor som erhållits från möss och råttor. Luo m.fl. (1998), Azam och 

McIntosh (2006) och Azam m.fl. (2010) kunde även m.h.a. av conotoxiner specifika för olika 

nikotinreceptorunderenheter fastställa, till viss utsträckning, vilka av de olika underenheterna 

som är ansvariga för nikotinreceptormedierad frisättning av noradrenalin i noradrenerga 

nervterminaler. Detta genom att utnyttja hippocampala synaptosomer som erhållits från 

gnagare. Upptäckten av specifika antagonister till de olika nikotinreceptorunderenheterna, bl.a. 

conotoxiner, har möjliggjort forskning för att fastställa vilka olika underenheter som förmedlar 

noradrenalinfrisättning i hippocampus och andra områden i hjärnan (Luo m.fl. 1998).  

1.1.3. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i hjärnbarken 

Hjärnbarken innerveras i stor utsträckning av noradrenerga LC-neuroner och bl.a. neocortex är 

ett av de områden som får all sin noradrenerga innervering från LC (Benarroch 2009). 
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Hjärnbarken är viktig för många kognitiva funktioner och har en viktig roll i patofysiologin för 

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

Noradrenalinfrisättning i hjärnbarken till följd av nikotinadministrering har redan undersökts 

under 70-talet (Westfall 1974). Redan då kunde Westfall (1974) i sin undersökning observera 

att stimulering av noradrenalinfrisättning i hjärnbarken hos råttor kunde stimuleras med nikotin 

och att denna effekt involverade signalering med nikotinreceptorer. I forskningen undersöktes 

hur noradrenalin frisattes i olika hjärnområden efter behandling av vävnadsproverna med 

nikotin. Hur omfattande noradrenalinfrisättningen i hjärnbarken var koncentrationsberoende. 

Dessa resultat stämmer överens med resultat från forskning som utförts senare och på andra 

hjärnområden (Leslie m.fl. 2002).  

Nikotininducerad noradrenalinfrisättning i olika hjärnområden hos råttor har även undersökts 

av Anderson m.fl. 2000. I forskningen tillämpades en ny metod där skivor från olika 

hjärnområden placerades i en 96-hålsplatta. Noradrenalinfrisättningen undersöktes i bl.a. 

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

Tabell 1. Fraktionell frisättning av noradrenalin till följd av stimulering med nikotin i 
olika hjärnområden hos råttor. Frisättningen är presenterad som fraktionell frisättning av den 
totala radioaktiviteten i varje enskilt hål på 96-hålsplattan (Anderson m.fl. 2000 (redigerad)).  

Hjärnområde Fraktionell frisättning av noradrenalin 

Hippocampus 3,5±0,8 

Talamus 1,6±0,3 

Amygdala 1,7±0,7 

Prefrontala cortex 0,9±0,2 

Hypotalamus 0,6±0,1 

 

Frisättningen av noradrenalin i prefrontala cortex var betydligt mindre än i hippocampus, vilket 

stämmer överens med tidigare undersökningar (Tabell 1; Anderson m.fl. 2000). Man 

undersökte även hur noradrenalinfrisättningen påverkades av antagonister och agonister. 

Resultaten visade att de mest sannolika receptorerna som förmedlade frisättningen var a3b4*-

receptorer.  
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Frisättningen av flera olika signalsubstanser i olika hjärnområden hos Wistar-råttor undersöktes 

av m.h.a. mikrodialys av Toth m.fl. (1992). Efter administrering av nikotin mätte man 

frisättningen av bl.a. dopamin och noradrenalin. Gördelvindlingen, som är en del av 

hjärnbarken, var ett av de områden som man undersökte. I undersökningen kunde man 

konstatera att noradrenalin frisattes från gördelvindlingen efter nikotinadministrering. 

Gördelvindlingen förknippas med många olika viktiga funktioner i CNS och anses vara viktig 

för kognitiva funktioner, minnet och fungerar dessutom som en del av det limbiska systemet 

(Rolls 2019).  

Noradrenalinfrisättning i prefrontala cortex och motoriska barken har också undersökts i nyare 

undersökningar m.h.a. synaptosomer som erhållits från möss (Salminen och Vaha, opublicerat 

material). Resultaten visade att noradrenalin frisätts i båda områden (Bild 1). För att ytterligare 

undersöka om noradrenalinfrisättningen medieras via a6b2*-receptorer i motoriska barken och 

prefrontala cortex användes a-conotoxin-MII (a-CTX-MII) som antagonist för att blockera 

a6b2*-receptorer (Champtiaux m.fl. 2003; Salminen m.fl. 2004). Blockering av a6b2*-

receptorer med a-CTX-MII reducerade mängden frisatt noradrenalin från motoriska barken, 

men eliminerade inte den helt, vilket tyder på att a4b2*-receptorer, eller andra 

nikotinreceptorer som förmedlar a-CTX-MII-resistent noradrenalinfrisättning, har en viktig 

roll i regleringen av noradrenalinfrisättningen i motoriska barken. Noradrenalinfrisättning 

förmedlad via andra nikotinreceptorer i motoriska barken kan dock inte uteslutas, men den 

största delen av noradrenalinfrisättningen förmedlas via a4b2*- och a6b2*-receptorer. 

Stimulering med acetylkolin ledde till mera omfattande frisättning av noradrenalin än 

stimulering med nikotin. Resultaten visade att den största delen av noradrenalinfrisättningen 

förmedlas via nikotinreceptorer som inte blockeras av a-CTX-MII. 
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Bild 1. Noradrenalinfrisättning medieras via a4b2*- och a6b2*-receptorer i den 
motoriska barken. Stimulering med acetylkolin (A) och nikotin (B) av synaptosomer som 
erhållits från den motoriska barken ledde till noradrenalinfrisättning. Blockering av a6b2*-
receptorer med a-CTX-MII reducerade noradrenalinfrisättningen i viss mån (Salminen och 
Vaha, opublicerat material). 

(Salminen och Vaha, opublicerat material) har även undersökt noradrenalinfrisättningen i 

prefrontala cortex med  synaptosomer från möss. Noradrenalinfrisättning från synaptosomerna 

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

noradrenalinfrisättningen till viss del vid administrering av a-CTX-MII.  

                                            Motoriska barken      
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Bild 2. Noradrenalinfrisättning medieras via a4b2*- och a6b2*-receptorer i prefrontala 
cortex. Stimulering med acetylkolin av synaptosomer som erhållits från motoriska barken ledde 
till noradrenalinfrisättning. Blockering av a4b2*-receptorer med a-CTX-MII reducerade 
noradrenalinfrisättning från synaptosomerna. (Salminen och Vaha, opublicerat material) 

Noradrenalinfrisättning i hjärnbarken till följd av behandling med nikotin har intressant nog 

även kunnat undersökas med vävnadsprover från den mänskliga hjärnan (Woo m.fl. 2002; 

Amtage m.fl. 2004). Woo m.fl. (2002) undersökte noradrenalinfrisättningen i hjärnbarken 

genom att utnyttja vävnadsprover som donerats från frivilliga försökspersoner.  

För att undersöka frisättningen av noradrenalin i hjärnbarken, inkuberades skivor, som erhållits 

från hjärnbarken från patienter som undergick neurokirurgiskt ingrepp, med [3H]noradrenalin 

(Woo m.fl. 2002). Skivorna behandlades med nikotin i olika koncentrationer. Resultaten visade 

att nikotin stimulerade frisättning av noradrenalin i mänskliga hjärnbarken och att frisättningen 

var koncentrationsberoende. Frisättningen verkade också vara Ca2+-beroende, eftersom 

noradrenalinfrisättningen drastiskt minskade (ca 80 %) vid frånvaro av Ca2+. 

 Resultaten från denna undersökning visade också att EC50-värdet för nikotin var 15 µl, vilket 

är betydligt högre jämfört med resultat från forskning med råttor (Anderson m.fl. 2000; Woo 

m.fl. 2002). Forskarna var inte helt säkra på den bakomliggande orsaken. Eventuellt kan det 

bero på skillnader mellan forskningsmetoderna, tiden man inkuberade proven med nikotin. Det 

är även möjligt att noradrenalinfrisättningen förmedlas via olika nikotinreceptorer i olika arter. 

Dessutom hade vävnadsproverna tagits från hjärnbarken från individer som led av 

läkemedelsresistens epilepsi. Mutationer i nikotinreceptorer hos epilepsipatienter kan 
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förekomma och långvarig behandling med antiepileptika kan modulera nikotinreceptorernas 

funktion.  

För att undersöka vilka nikotinreceptorunderenheter som var involverade i 

noradrenalinfrisättningen, använde Woo m.fl. (2002) nikotinreceptorantagonister i sin 

undersökning. Dihydro-b-erytroidin-hydrobromid (DHbE) är en antagonist för 

nikotinreceptorer som inte är känsliga för a-bungarotoxin (a-BTX). Ett exempel på detta är 

a2b4*-receptorerna. Nikotinreceptorantagonisten a-BTX blockerar bl.a. a7-underenheten och 

eftersom administrering av a-BTX till vävnadsproverna från hjärnbarken inte blockerade 

frisättningen av noradrenalin, tyder det på att a7-underenheten inte är ansvarig för 

nikotinreceptormedierad frisättning av noradrenalin i den mänskliga hjärnbarken – trots att a7-

receptorer är en av de nikotinreceptorer som förekommer i stora koncentrationer i CNS (Breese 

m.fl. 1997; Woo m.fl. 2002). Detta indikerar också att noradrenalinfrisättningen högst 

antagligen förmedlas via nikotinreceptorer som inte är känsliga för a-BTX. När man 

administrerade DHbE minskade dock noradrenalinfrisättningen, vilket indikerar att 

noradrenalinfrisättningen förmedlas via heteromeriska nikotinerga a/b-receptorer.  

Noradrenalinfrisättningen i mänskliga neocortex har också undersökts av Amtage m.fl. 2004). 

Deras forskning fokuserade främst på vilka underenheter i neocortex som förmedlar frisättning 

av noradrenalin till följd av stimulering med nikotin. De jämförde även resultaten från denna 

studie med tidigare undersökningar utförd på gnagare för att se om det finns skillnad mellan 

olika arter. Tidigare forskning har främst använt gnagare och enligt denna undersökning var 

den enda forskningen som tidigare undersökt noradrenalinfrisättningen i den mänskliga 

hjärnbarken den som utfördes av Woo m.fl. (2002), som främst fokuserade på mekanismerna 

bakom nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning. 

Vävnadsprover från neocortex erhölls på samma sätt, som i forskningen utförd av Woo m.fl. 

(2002), under ett neurokirurgiskt ingrepp från frivilliga individer (Amtage m.fl. 2004). 

Vävnadsproverna skars sedan i tunna skivor. För att kunna jämföra resultaten från mänskliga 

neocortex, använde man även skivor som erhållits från Wistar-råttor (neocortex och 

hippocampus). Skivorna preinkuberades sedan med [3H]-noradrenalin.  

Resultaten visade att noradrenalin frisattes i mänskliga neocortex och i både neocortex och 

hippocampus hos råttor (Amtage m.fl. 2004). Man kunde konstatera att noradrenalin i råttornas 
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neocortex inte frisattes i samma utsträckning som i proverna tagna från mänskliga neocortex. 

Detta indikerar att det finns skillnader mellan olika arter och att resultat från undersökningar 

gjorda med hjärnbarken från råttor inte stämmer överens med resultat från forskning där man 

använt den mänskliga hjärnbarken (Woo m.fl. 2002). Amtage m.fl. 2004).  

Amtage m.fl. (2004) jämförde även om olika nikotinagonister stimulerade 

noradrenalinfrisättning i samma rangordning i människor och råttor. Man valde att inte 

undersöka proverna från råttans neocortex, eftersom det ingen avgörande mängd noradrenalin 

frisattes i de försöken. Resultaten visade att de olika nikotinagonisterna stimulerade 

noradrenalinfrisättning i samma rangordning hos råttor och människor. Den enda skillnaden 

var att cytisin stimulerade nikotinfrisättning i högre grad i mänskliga hjärnbarken.  

Till sist undersökte Amtage m.fl. (2004) också vilka nikotinreceptorunderenheter som deltog i 

den nikotinreceptormedierade noradrenalinfrisättningen. Detta undersöktes m.h.a. 

nikotinantagonister. Eftersom glutamatreceptorantagonister hämmade 

noradrenalinfrisättningen i mänskliga neocortex, kunde man anta att en del av 

noradrenalinmängden som frisattes till följd av nikotinstimulering också förmedlas via 

nikotinreceptor i glutamaterga neuroner och inte enbart noradrenerga neuroner. En av 

antagonisterna som användes var a-CTX-MII, som blockerar a3b2*- och a6*-receptorer. 

Administrering av a-CTX-MII ledde till reducering av noradrenalinfrisättning i mänskliga 

neocortex, vilket tyder på att a3, a6 och b2 är viktiga förmedlare av noradrenalinfrisättning i 

neocortex hos människor. Antagonister som blockerar a7-homomeriska receptorer hämmade 

inte frisättningen av noradrenalin, vilket stämmer överens med resultaten från undersökningen 

med råttor utförd av Woo m.fl. (2002). Amtage m.fl. (2004) upptäckte även att a3b4*-

receptorspecifika antagonisten a-CTX- AuIB inte blockerade noradrenalinfrisättningen i 

mänskliga neocortex, trots att resultat från forskning med råttor har visat motsatsen. Ytterligare 

visade resultaten att b4-underenheten antagligen också är involverad i den 

nikotinreceptormedierade noradrenalinfrisättning i mänskliga neocortex. Utgående ifrån 

forskningsresultaten kunde man anta att de receptorer som förmedlar noradrenalinfrisättning i 

neocortex är a3b2- och a6bx-receptorer, dessutom är nikotinreceptorer med b4-underenheten 

(t.ex. a4b4*-receptorer) antagligen också involverade. 
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1.1.4. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i amygdala 

Trots att noradrenalinfrisättningen främst har undersökts i hippocampus, har även andra delar 

av det limbiska området undersökts (Anderson m.fl. 2000; Amtage m.fl. 2004). Amygdala 

innerveras av noradrenerga neuroner från både LC och solitärkärnan i hjärnstammen. När 

Anderson m.fl. (2000) undersökte noradrenalinfrisättning till följd av nikotinadministrering hos 

råttor, undersöktes även amygdalan. Resultaten visade att noradrenalinfrisättningen inte var lika 

omfattande som i hippocampus, men jämfört med regioner som hypotalamus och prefrontala 

cortex, frisattes det dock mera (Tabell 1). Man undersökte inte vilka receptorer om förmedlade 

effekten av nikotinstimulering, men det är troligt att a4b2*-receptorer åtminstone är 

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

Noradrenalinfrisättningen i amygdala har även undersökts med in vivo av Fu m.fl. (1998) m.h.a. 

mikrodialys. Undersökningen utfördes genom att placera en sond vid de hjärnområden som 

man vill analysera (amygdala och hippocampus). Nikotinadministrering aktiverade områden i 

hjärnstammen vilket ledde till noradrenalinfrisättning i både amygdala och hippocampus. 

Noradrenalinfrisättningen i båda områden var koncentrationsberoende.  

Fu m.fl. (1998) undersökte även vilka nikotinreceptorunderenheter som var involverade i 

noradrenalinfrisättningen i amygdala. Administrering av a-BTX hämmade inte frisättningen i 

varken amygdala eller hippocampus, vilket tyder på att a7-homomeriska receptorer sannolikt 

inte förmedlar noradrenalinfrisättningen, utan att detta förmedlas via andra receptorer – högst 

sannolikt heteromeriska nikotinreceptorer. De sannolika receptorunderenheterna som 

förmedlade noradrenalinfrisättningen i amygdala, baserat på resultaten till följd av 

administrering av nikotinantagonister, antogs vara a3, a4, b2, b3.  

1.1.5. Nikotinreceptormedierad noradrenalinfrisättning i hypotalamus 

Noradrenalinfrisättning i hypotalamus, som också utgör en del av det limbiska systemet i 

hjärnan, har kunnat undersökas med synaptosomer och hjärnskivor (Yoshida m.fl. 1980; 

Anderson m.fl. 2000). I båda undersökningarna använde man råttor. Hall och Turner (1972) 

undersökte däremot noradrenalinfrisättningen i hypotalamus hos katter till följd av 

nikotinstimulering. 

Yoshida m.fl. (1980) använde Wistar-råttor för att undersöka noradrenalinfrisättningen med 

hypotalamiska synaptosomer. Även i denna undersökning kunde man konstatera att nikotin 
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stimulerar noradrenalinfrisättning i hypotalamiska synaptosomer och att frisättningen var 

koncentrationsberoende. Nikotinreceptorantagonisten mecamylamin reducerade frisättning av 

noradrenalin från de hypotalamiska synaptosomerna. Mecamylamin har konstaterats att bl.a. 

blockera a42b*-receptorer – med andra ord är det möjligt att detta är en av viktiga 

nikotinreceptorerna i hypotalamus (McKee m.fl. 2009; Posadas m.fl. 2013). 

Noradrenalinfrisättning till följd av nikotinstimulering ökar också i hypotalamus hos katter 

enligt undersökningen gjord av Hall och Turner (1972).  

Noradrenalinfrisättningen i hypotalamiska skivor som erhållits från råttor var inte omfattande i 

undersökningen utförd av Anderson m.fl. (2000), dock var frisättningen tillräcklig för att kunna 

mäta. Av de områden som undersöktes var noradrenalinfrisättningen lägst i hypotalamus till 

följd av nikotinstimulering (Tabell 1). 

 

2. MATERIAL OCH METODER 
 
2.1.Frisättning av neurotransmittorer från synaptosomer 

Synaptosomer är isolerade synaptiska nervterminaler från neuroner, som bereds genom att 

homogenisera vävnadsprover från hjärnområden (Whittaker m.fl. 1964; Raiteri och Raiteri 

2000). Synaptosomer har främst använts för att undersöka frisättning av neurotransmittorer från 

nervterminaler, men synaptosomer lämpar sig även för undersökning av bl.a. transport av 

neurotransmittorer, interaktion mellan receptorer och lokalisering av receptorer. Utveckling av 

forskningsmetoder som involverar synaptosomer, har framförallt underlättat undersökning av 

frisättning av neurotransmittorer till följd av stimulering av presynaptiska receptorer. Forskning 

med synaptosomer har även bidragit med viktig information om farmakologiska substanser och 

deras förmåga att både direkt och indirekt stimulera frisättning av neurotransmittorer.  

Hebb och Whittaker (1958) isolerade synaptosomer första gången i en undersökning som 

fokuserade på acetykolinets distribution i CNS. Synaptosomer definierades senare  på 60-talet 

av Whittaker m.fl. (1964). Sedan dess, har forskning med synaptosomer utvecklats och bidragit 

värdefull information om bl.a. neurotransmittorer och deras frisättning i CNS. När 

vävnadsprover från hjärnan homogeniseras under isotona förhållanden, separeras presynaptiska 

nervterminaler som bibehåller största delen av nervterminalernas struktur och funktioner.  
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2.1.1. Dopaminfrisättning från synaptosomer 

Det dopaminerga systemet i hjärnan har under flera år varit ett populärt föremål för forskning 

(Arias-Carrión m.fl. 2010). Forskning med synaptosomer har bidragit med värdefulla insikter 

om dopaminets frisättning i olika hjärnområden (Evans 2015). Förändringar i det dopaminerga 

systemet är involverade i patofysiologin för flera olika neurologiska- och neurodegenerativa 

sjukdomar (Arias-Carrión m.fl. 2010). Speciellt har forskning angående det dopaminerga 

systemet undersökt nikotinreceptorernas förmåga att reglera dopaminfrisättning med 

synaptosomer (Clarke och Pert 1985; Grady m.fl. 2002). De nigrostriatala- och mesolimbiska 

banorna är de viktigaste dopaminerga banorna i det dopaminerga systemet och 

dopaminfrisättning i dessa banor regleras åtminstone till viss del av de presynaptiska 

nikotinreceptorerna. Främst har dopaminfrisättning undersökts med synaptosomer från gnagare 

(möss och råttor), men även postmortem-undersökningar med mänskliga synaptosomer har 

utförts (Evans 2015; Jhou och Tai 2017). Dopaminfrisättning förmedlad av presynaptiska 

nikotinreceptorer har undersökts med synaptosomer från bl.a. striatum, substantia nigra och 

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

Rapier m.fl. (1990) undersökte dopaminfrisättning från striatala synaptosomer. Som 

försöksdjur användes råttor. Synaptosomerna stimulerades med både agonister och antagonister 

för att undersöka deras effekt på dopaminfrisättningen. Som agonister användes bl.a. nikotin 

och cytisin. Båda agonisterna stimulerade frisättning av dopamin från de striatala 

synaptosomerna. Antagonister som användes för att undersöka deras inhiberande effekt på 

dopaminfrisättningen, var bl.a. mecamylamin och a-BTX. Mecamylamin inhiberade 

dopaminfrisättning i större utsträckning än de andra antagonisterna som användes i 

undersökningen.  

Frisättning av dopamin från striatala synaptosomer som erhållits från möss har också 

undersökts (Grady m.fl. 2002). Förutom frisättningen från striatala synaptosomer, undersöktes 

också frisättningen från synaptosomer från andra hjärnområden. De andra områden som 

undersöktes var luktupphöjningen (tuberculum olfactorium), accumbenskärnan och den 

frontala barken. Dopaminfrisättning från synaptosomer kunde observeras för alla områden som 

man undersökte, men dopaminfrisättningen från synaptosomerna som erhållits från frontala 

barken var betydligt mindre jämfört med de andra områden. I denna undersökning användes 

bl.a. nikotin som agonist för att stimulera frisättningen. Detta stämmer överens med tidigare 

forskning som också jämfört dopaminfrisättning i frontala barken och t.ex. striatum (Whiteaker 
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m.fl. 1995). Nikotinantagonister användes också för att undersöka inhibering av 

dopaminfrisättning i de olika hjärnområdena (Grady m.fl. 2002). Samma forskning undersökte 

även dopaminfrisättning till följd av nikotinstimulering med synaptosomer från b2-KO-möss. 

Nikotinstimulering av synaptosomer från KO-mössen ledde inte till dopaminfrisättning, vilket 

innebär att en signifikant andel av dopaminfrisättning i de olika hjärnområden som undersöktes 

förmedlas via nikotinreceptorer med b2-underenheter. Antagonisterna som inhiberade 

dopaminfrisättningen pekade också på att nikotinreceptorer med b2-underenheter är essentiella 

för dopaminfrisättningen i de undersökta hjärnområden.  

Striatala synaptosomer från råttor har också använts för att studera distribution av 

nikotinreceptorer och vilka underenheter som förmedlar dopaminfrisättning från dopaminerga 

neuroner (Azam och McIntosh 2004). Genom att använda olika conotoxiner som binder till 

specifika nikotinreceptorunderenheter kunde man undersöka vilka underenheter som är 

ansvariga för dopaminfrisättning från dopaminerga nervterminaler. Tidigare forskning pekade 

på en viktig roll för a3*-receptorer i de dopaminerga nervterminalerna (Kulak m.fl. 1997), men 

undersökningen utförd av Azam och McIntosh (2004) visade att α6b2*-receptorer antagligen 

har en viktigare roll när det kommer till reglering av dopaminfrisättningen i de nigrostriatala 

banorna.  

Synaptosomer kan också användas för att studera nikotinreceptorer och deras roll i olika 

funktioner i CNS (Marks m.fl. 2014). Forskarna i denna undersökning kunde konstatera att 

kronisk nikotinadministrering leder till uppreglering av α4b2*-receptorer, medan nedreglering 

av α6b2*-receptorer kunde observeras. Dessa receptorer förmedlar dopaminfrisättning i bl.a. 

mesolimbiska banor, som har en viktig roll i utveckling av beroenden. (Marks m.fl. 2014; Evans 

2015).  Synaptosomerna möjliggör med andra ord även undersökning av receptorernas funktion 

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

2.1.2. GABA-frisättning från synaptosomer 

En annan signalsubstans och frisättning av den som har undersökts m.h.a synaptosomer är 

GABA (Raiteri och Raiter 2000). Nikotinreceptorer förmedlar även GABA-frisättning i CNS. 

Detta har undersökts av bl.a. McClure -Begley m.fl. (2009). Frisättning av GABA från murina 

synaptosomer som erhållits från talamus, hjärnbarken, hippocampus och striatum. För att 

undersöka frisättningen av GABA, användes acetylkolin för att stimulera synaptosomerna. För 

att kunna undersöka olika nikotinreceptorunderenheter och deras roll som förmedlare av 
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GABA-frisättning i de olika hjärnområden, använde man KO-möss. Resultaten visade att 

GABA frisattes i alla de områden som man undersökte. Resultaten visade också att inget GABA 

frisattes till följd av stimulering med acetylkolin från synaptosomer som erhållits från α4-KO-

möss.  Detta kunde också observeras i synaptosomer som erhållits från b2-KO-möss. Resultaten 

visade att de viktigaste nikotinreceptorerna som reglerar frisättning av GABA i de undersökta 

hjärnområden är  α4b2*-receptorer.  

McClure-Begley m.fl. (2009) kunde även observera minskad GABA-frisättning i synaptosomer 

som erhållits från α5-KO-möss. Resultaten visade eliminering av α5-kodande genen signifikant 

reducerade  GABA-frisättning från de synaptosomer som erhållits från hjärnbarken. GABA-

frisättningen i striatum och hippocampus minskade, men i talamus var frisättningen inte 

signifikant reducerad.  

Förutom att undersöka GABA-frisättningen i de redan nämna hjärnområden med 

synaptosomer, har frisättningen i superior colliculi också undersökts (McClure-Begley m.fl. 

2009). Dessutom undersöktes även vilka nikotinreceptorer som var involverad i frisättningen 

av GABA i detta område m.h.a. KO-möss. För att stimulera GABA-frisättningen från de murina 

synaptosomerna användes acetylkolin. Eliminering av b2-underenheten eliminerade nästan 

totalt GABA-frisättningen till följd av stimulering med acetylkolin och minskade signifikant 

när α4-underenheten eliminerades. Frisättningen i GABA påverkades 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 användes i undersökning och deras leverantörer räknas upp här. L-

askorbinsyra, atropinsulfat (monohydrat) Sigma-Aldrich, Kina. Acetylkolinklorid: Sigma-

Aldrich, Schweiz. Pargylin-hydroklorid: Sigma-Aldrich, Tyskland. D-(+)-Glukos, 

kaliumdivätefosfat 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-[2,5,6-3H]-Dihyroxyfenyletylamin 

([3H]dopamin): PerkinElmer, Boston, USA. Diiospropylfluorofosfat: Sigma-Aldrich, 

Slovakien. Renat vatten : Millipore Simplicity, (Millipore, USA). a-Conotoxin-MII och 

vareniklin skänktes åt Helsingfors universitet av Orion. 
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2.3. Försöksdjur 

Som försöksdjur användes 3-5 månader gamla C57BL/6JRccHsd-hanmöss (Envigo, 

Nederländerna). Alla experiment och undersökningar utfördes i överensstämmelse med 

europeiska och lokala riktlinjer för hantering av försöksdjur ämnade för vetenskapligt bruk. 

Försöksdjuren placerades i burar med högst två möss åt gången i rumstemperatur (20-22 °C). 

En 12 timmars ljuscykel upprätthölls och de hade tillgång till vatten och mat ad libitum.  

2.4. Forskningsmetod 
 
2.4.1. Synaptsomperfusionsapparaturens funktion 

För att undersöka dopaminfrisättningen till följd av stimulering med acetylkolin och vareniklin 

användes homogeniserade vävnadsprover från striatum. Synaptosomer är isolerade 

nervterminaler som till följd av homogenisering bibehåller de viktigaste strukturerna och 

funktionerna (Whittaker m.fl. 1964: Raiter och Raiteri 2000). För att undersöka frisättningen 

från synaptosomer, användes synaptosomperfusionsapparaten i isotoplaboratoriet 

(Farmaceutiska fakulteten: Avdelningen för farmakologi och farmakoterapi) vid Helsingfors 

universitet. Apparaten möjliggör undersökning av frisättning av radioaktiva neurotransmittorer 

från synaptosomer efter stimulering med olika behandlingar.  

Apparaten består av ett vattenbad (VWR WB6 ; VWR International Radnor PA, USA), som 

används vid inkubering av synaptosomer, där upptag av radioaktivt märkta neurotransmittorer 

i synaptosomer äger rum. Apparaten har även åtta hållare av plast (PALL Life Sciences, Ann 

Arbor MI, USA), som filterpapprena kan placeras på (PALL LIFE Sciences, glasfiber, 

filterstorlek: 1 µl). Under experimentet kan synaptosomer som innehåller radioaktivt märkt 

signalsubstans pipetteras på dessa filterpapper. Tre peristaltiska pumpar, som också hör till 

apparaten, pumpar buffertlösning på filterpapprena under experimentet och ytterligare en 

peristaltisk pump används för att suga buffertlösningen genom synaptosomerna (Gilson 

Minipuls 3; Gilson Middleton WI, USA). För att leda buffertlösning genom synaptosomerna 

på filterpapprena, används en kontrollpanel med åtta kranar som möjliggör kontroll av 

buffertlösningarnas passage genom apparatens filterhållare. Via kontrollpanelen kan 

buffertlösningarna även styras till apparatens fraktionssamlare (Gilson FC204, Gilson), som 

möjliggör uppsamling av buffertlösningen som styrts genom synaptosomerna på filterpapprena.  
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Buffertlösningen kan m.h.a. fraktionssamlaren samlas på 96-hålsplattor (200 µl/hål; 

PerkinElmer, Gröningen, Nederländerna).  

De tre första peristaltiska pumparna är ämnade för buffertlösningarna som perfuserar 

synaptosomerna. Den första pumpen är ämnad för perfusionsbuffertlösningen, den andra för 

buffertlösningen som innehåller aktiva substanser man vill undersöka (stimulerande 

buffertlösning) och den tredje för möjlig förbehandling (förbehandlingsbuffertlösning). Genom 

alla pumpar passerar åtta olika slangar (linjer), som löper genom filterhållarna. Detta möjliggör 

t.ex. samtidig mätning av åtta olika koncentrationer av samma stimulerande behandling. 

Kontrollering av de olika buffertlösningarna och styrning av dem genom filterhållarna görs med 

kontrollpanelens trevägskranar som är fästa på en plastskiva.  

Kontrollpanelen och kranarna ger möjligheten att välja vilka av de tre olika lösningarna som 

man vill perfusera synaptosomerna med. Den valda perfusionslösningen droppar i jämn 

hastighet på filterhållarna med synaptosomerna. De två andra lösningarna löper samtidigt 

genom slangarna till andra kärl istället för att löpa genom filterhållarna. 

Perfusionsbuffertlösningen styrs till avfallskärl när kranarna är stängda, medan den 

stimulerande buffertlösningen och buffertlösningen som används vid förbehandling av 

synaptosomerna styrs tillbaka till sina ursprungliga kärl. Detta för att spara på respektive 

lösningar. Den fjärde pumpen suger konstant upp lösningarna som perfuserar synaptosomerna 

på filterhållarna. Detta möjliggör perfusion av synaptosomerna. Lösningen som styrs igenom 

filterhållarna kan styras till avfallskärl eller tas till vara på 96-hålsplattor med 

fraktionssamlaren.  

Perfusion av synaptosomer genomförs ofta genom att först perfusera synaptosomerna med 

perfusionsbuffertlösningen, sedan med alternativ förbehandlingsbuffertlösning och sedan med 

den stimulerande buffertlösningen. Till sist perfuseras synaptosomerna ytterligare än gång med 

perfusionsbuffertlösningen, som sedan samlas upp av fraktionssamlaren. Lösningen som 

samlats upp på 96-hålsplattor m.h.a. fraktionssamlaren, analyseras sedan genom att mäta 

radioaktiviteten i den uppsamlade lösningen. Detta för att undersöka om de substanserna man 

undersökt lett till neurotransmittorfrisättning från synaptosomerna.  

2.4.2. Förberedning av synaptosomer från striatum 

För att undersöka frisättningen av dopamin från striatala synaptosomer förbereddes s.k. P1-

synaptosompellets. Mössen (2 stycken) avlivades med cervikal dislokation och sedan 
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dissekerades hjärnorna ut ur skallen. De dissekerade hjärnorna placerades på ett iskallt och 

fuktigt papper. Striatum från båda hjärnhalvorna separerades sedan från den övriga 

hjärnvävnaden som slängdes bort. Vilka delar av striatum som togs till vara definierades inte i 

denna undersökning. Striatum från båda hjärnhalvorna från samma mus placerades i provrör 

som innehöll 500 µl iskall homogeniseringslösning (2,5 M sukros, H2O,  50 mM HEPES, ph 

7,5). Efter det, homogeniserades vävnadsproverna för hand med en glas-teflon-homogenisator. 

Homogeniserade prover överfördes sedan i 2 milliliters provrör. I samma provrör tillsattes även 

homogeniseringslösning som använts för att skölja ur homogenisatorn. Homogenisatorn 

sköljdes två gånger (2 x 500 µl homogeniseringslösning). De homogeniserade striatumproverna 

delades sedan i två provrör - striatum från samma mus delades i  två provrör, sammanlagt 

erhölls därmed fyra provrör med homogeniserade vävnadsprover som numrerades: 1A, 1B, 2A, 

2B (1A-B från samma mus och 2A-B från den andra). Dessa fyra provrör centrifugerades sedan 

(12000 g, 4 °C, 20 min; Eppendorf Centrifuge 5810R; Eppendorf, Hamburg, Tyskland). Efter 

centrifugeringen förvarades proverna nedsänkta i is. Vid perfusion av synaptosomerna 

användes innehållet i provrören en gång, sammanlagt genomfördes perfusion av 

synaptosomerna i fyra omgångar.  

2.4.3. Upptag av radioaktivt dopamin i synaptosomer 

Efter centrifugeringen resuspenderades P1-pelletsen i 800 µl upptagsbuffert (128 mM NaCl, 

2,4 mM KCl, 3,2 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO4 , 25 mM HEPES pH 7,5, 10 

mM glukos, 1 mM askorbinsyra, 10 µM pargylin). Suspensionen inkuberades därefter i 10 

minuter i 37 °C varmt vattenbad. Efter inkuberingen tillsattes 4 µl [3H]dopamin (specifik 

radioaktivitet 55,0 Ci/mmol) och 4 µl DFP (2 mM), för att inhibera acetylkolinesteras. Efter 

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

2.4.4. Frisättning av radioaktivt dopamin från synaptosomer 

Dopaminfrisättningen från striatala synaptosomer undersöktes i rumstemperatur. 

Synaptosomerna, som innehöll radioaktivt [3H]dopamin, pipetterades på filter som placerades 

på filterhållarna. Alla åtta linjer användes och synaptosomerna pipetterades därmed på alla åtta 

filterhållare (80 µl/filterpapper). Efter att synaptosomerna pipetterats på filterpapprena 

påbörjades genast perfusion av synaptosomerna med perfusionsbuffertlösningen, som innehöll 

upptagsbuffertlösning och 1 µM atropin, 1 µM nomifensin och BSA. Perfusionshastigheten var 

ca 0,8 ml/min och perfusionen pågick i 10 minuter. Förbehandling med a-CTX-MII 
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genomfördes genom att perfusera utvalda filterhållare med perfusionslösning som innehöll 50 

nM a-CTX-MII under de tre sista minuterna (7 min perfusionsbuffertlösning + 3 min 

förbehandling). För att uppnå en viss nivå av randomisering förbehandlades olika filterhållare 

under varje experiment. Efter att synaptosomerna perfuserats i 10 minuter, perfuserades alla 

filterhållare med den stimulerande buffertlösningen i 20 sekunder. Den stimulerande 

buffertlösningen innehöll utvalda koncentrationer av den substansen som undersöktes. Alla åtta 

filterhållare behandlades med olika koncentrationer av den stimulerande buffertlösningen. 

Även de stimulerande buffertlösningarna med olika koncentrationer användes i randomiserad 

ordning. Efter perfusion med den stimulerande buffertlösningen, fortsattes perfusion av 

synaptosomerna med perfusionsbuffertlösningen och frisatt [3H]dopamin från synaptosomerna 

samlades m.h.a. fraktionssamlaren på 96-hålsplattor (ca 10 sekunders fraktioner). I varje hål på 

96-hålsplattan tillsattes 150 µl scintillationslösning (Optiphase Supermix; PerkinElmer, USA). 

Därefter täcktes med plastfilm och vändes sedan upp och ner några gånger för att blanda om 

innehållet. Innehållets radioaktivitet i de individuella hålen på 96-hålsplattorna mättes med 

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

Med metoden som beskrivits ovan undersöktes [3H]dopaminfrisättningen från striatala 

synaptosomer till följd av stimulering med nikotinreceptoragonisterna acetylkolin och 

vareniklin. I båda fallen användes 50 nM a-CTX-MII för att förbehandla synaptosomerna. På 

detta sätt, kunde resultaten delas in i a-CTX-MII-känslig (a6b2*-förmedlad) och -resistent 

(a4b2*-förmedlad) frisättning av [3H]dopamin. För att undersöka frisättningen av acetylkolin 

användes sju olika koncentrationer (0,03 µM, 0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM och 30 

µM). Som kontroll användes K+-lösning, sammanlagt användes alltså alla linjer i 

synaptosomperfusionsapparaten. Samma koncentrationer användes för vareniklin och även här 

användes K+ som kontroll för att försäkra att [3H]dopamin frisattes från synaptosomerna.  

2.4.5. Analys av resultaten 

Resultaten som erhölls med vätskescintillationsräknaren analyserades med en källkod som 

utarbetats på Colorado universitet med den statistiska arbets- och programmeringsmiljön R 

(version 2.15.2.; R Core Team). Vätskescintillationsräknaren räknade mängden signaler som 

mättes från varje hål på 96-hålsplattorna. De uppmätta signalerna per tidsfraktion presenterades 

i form av grafer. Grafens topp, som kunde observeras till följd av stimulering med de använda 

agonisterna, identifierades genom visuell inspektion av graferna. För att bestämma baseline, 

användes fraktionerna som samlats innan och efter toppen.  De sammanlagda fraktionerna för 
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toppen kunde räknas ut genom att subtrahera baselinevärdet från resultaten för att bestämma 

frisättning i enheter för de olika koncentrationerna som undersökts. För att räkna ut a4b2*-

förmedlade frisättningen av dopamin, subtraherades frisättningen som observerats efter 

förbehandling med a-CTX-MII från den totala frisättningen. Dosresponsresultaten flyttades 

över till GraphPad Prism-programmet (version 9.0.0; GraphPad Software, La Jolla CA, USA) 

för att analysera resultaten med icke-linjär regressionsanalys. Med hjälp av den icke-linjära 

regressionsanalysen kunde resultaten från frisättningsexperimenten sättas in i följande 

ekvation: 

𝑌 = 𝑅𝑚𝑖𝑛 +
𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅𝑚𝑖𝑛

1 + 10("#$%&'()*)∗-.
 

I ekvationen står Y för den uppmätta frisättningen av dopamin, X står för den logaritmiska 

koncentrationen av den undersökta substansen (i detta fall vareniklin eller acetylkolin), Rmin 

står för minimumfrisättning och Rmax står för den maximala frisättningen. EC50 står för den 

koncentration som åstadkommer 50 % av den maximala responsen och Hi står för Hill-termen 

(Hill-slope).  

 

3. RESULTAT 
 
3.1. Dopaminfrisättning till följd av stimulering av nikotinreceptorer med agonister 

Behandling av de striatala synaptosomerna från möss med acetylkolin (Bild 3A) och vareniklin 

(Bild 3B) stimulerade [3H]dopaminfrisättning. Frisättningen av [3H]dopamin till följd av 

stimulering med acetylkolin och vareniklin var koncentrationsberoende. Olika värden för 

dopaminfrisättningen till följd av stimulering med acetylkolin och vareniklin är presenterade i 

Tabell 2. EC50-värden (EC50 = koncentrationen av acetylkolin och vareniklin som krävdes för 

att åstadkomma 50 % av den maximala responsen), den maximala frisättningen och 

standardavvikelse för dessa värden kan avläsas ur tabellen. [3H]Dopaminfrisättningen till följd 

av stimulering med acetylkolin var betydligt större än för vareniklin (acetylkolin: Rmax = 21,0 

± 1,2; vareniklin: Rmax = 4,072 ± 0,14). Koncentrationen som krävdes för att stimulera 

[3H]dopaminfrisättningen från de striatala synaptosomerna var högre för vareniklin (logEC50 = 

-7,54 ± 0,10) än för acetylkolin (logEC50 = -6,18 ± 0,11). Dopaminfrisättningen från de striatala 



 
 

23 

synaptosomerna delades in i total- a4b2*-medierad-, och a6b2*-medierad frisättning (Bild 3; 

Tabell 2).  

Blockering av a6b2*-receptorer med α-CTX-MII (α-CTX-MII-känslig frisättning),  ledde till 

minskad [3H]dopaminfrisättning till följd av stimulering med acetylkolin och vareniklin 

(acetylkolin + α-CTX-MII: Rmax = 4,0 ± 0,5; vareniklin + α-CTX-MII: Rmax = 0,912 ± 0,14). 

Den α-CTX-MII-resistenta dopaminfrisättningen var större både efter stimulering med 

vareniklin och acetylkolin. Den α-CTX-MII resistenta delen av den  acetylkolinstimulerade 

[3H]dopaminfrisättningen utgjorde ca 80 % av den totala frisättningen och ca 78 % av den 

vareniklinstimulerade [3H]dopaminfrisättningen från de striatala synaptosomerna. 

 

 



 
 

24 

  
Bild 3. Acetylkolin och vareniklin stimulerar a4b2*- och a6b2*-medierad   
[3H]dopaminfrisättning i striatala synaptosomer. Synaptosomerna perfuserades med 
bufferlösning i 10 minuter och under de 3 sista minuterna  användes en bufferlösning som 
innehöll a-CTX MII. Efter perfusion i 10 minuter, stimulerades synaptosomerna med 
acetylkolin (A) eller vareniklin (B) i 20 sekunder, varefter [3H]dopaminfrisättningen mättes. 
För att bestämma den a-CTX MII-resistenta frisättningen av dopamin (a4b2*-medierad 
frisättning), subtraherades [3H]dopaminfrisättningen efter förbehandling med a-CTX MII med 
[3H]dopaminfrisättningen som mättes utan förbehandling med a-CTX MII (a6b2*-medierad) 
. Graferna är skapade genom att analysera den genomsnittliga [3H]dopaminfrisättningen från 
de striatala synaptosomerna med en icke-linjär regressionsanalys. EC50 = Den koncentration 
som åstadkommer 50 % av den maximala effekten  
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Tabell 2. Värden för total-, a4b2*-medierad-, och a6b2*-medierad  
[3H]dopaminfrisättning från striatala synaptosomer till följd av stimulering med 
acetylkolin och vareniklin. Värdena är uträknade med icke-linjär regressionsanalys. Värdena 
för dopaminfrisättning stimulerad av acetylkolin och vareniklin, deras EC50-värden, maximala 
frisättning (Rmax), antalet försöksdjur (N), logaritmiska EC50-värdet (log EC50). a-CTX MII = 
a-conotoxin MII 
  EC50 

(µM) 
log EC50 

±standard- 
avvikelse 

EC50 95 % 
konfidensintervall 

(µM) 

Rmax  
(enheter) 

±standard-
avvikelse 

N 

Acetylkolin 
(total) 

0,660 -6,18 ± 
0,11 

0,39-1,12 21,0 ± 1,2 5 

+ a-CTX MII 
(a4b2*-

medierad) 

1,023 -5,99 ± 
0,13 

0,55-1,90 17,6 ± 1,3  5 

- a-CTX MII 
(a6b2*-

medierad) 

0,166 -6,78 ± 
0,31 

0,038-0,72 4,0 ± 0,5 5 

Vareniklin 
(total frisättning) 

0,029 -7,54 ± 
0,10 

0,018-0,046 4,072 ± 
0,14 

10 

+ a-CTX MII 
(a4b2*-

medierad) 

0,039 -7,41 ± 
0,11 

0,024-0,064 3,190 ± 
0,12 

10 

- a-CTX MII 
(a6b2*-

medierad) 

0,014 -7,86 ± 
0,51 

0,0137-0,0142 0,912 ± 
0,14 

10 

 

 

4. DISKUSSION OCH SLUTSATSER 

En av de viktigaste uppgifterna för nikotinreceptorerna är deras förmåga att reglera frisättning 

av neurotransmittorer i CNS (Picciotto m.fl. 2001; Dani 2015). Frisättningen av noradrenalin 

till följd av stimulering av nikotinreceptorer har kunnat undersökas med flera olika metoder. I 

denna avhandling granskades forskning som undersökt noradrenalinfrisättning med isolerade 

hjärnskivor, 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 värdefull information 

om det noradrenerga systemet och frisättning av noradrenalin. I denna avhandling togs 

noradrenalinfrisättning till följd av stimulering av nikotinreceptorer upp. Dessa 

forskningsmetoder har även gett insikt om nikotinreceptorernas stökiometri, deras distribution 

och deras potentiella roll i patofysiologiska mekanismer relaterade till olika sjukdomar i CNS. 

Noradrenalinfrisättning till följd av stimulering av nikotinreceptorer har främst undersökts i 

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

Hippocampus innerveras av de noradrenerga neuronerna som projicerar från LC (Azam och 

McIntosh 2006). Distribution av de olika nikotinreceptor-underenheterna i hippocampus har 

också kunnat undersökas m.h.a. de metoderna som nämnts i tidigare stycke. Detta har kunnat 

undersökas med synaptosomer och genom att använda antagonister för att blockera specifika 

nikotinreceptorer, har man kunnat dra slutsatser om vilka nikotinreceptorer som finns i det 

undersökta området. I hippocampus har man kunnat konstatera att i stort sätt alla 

nikotinreceptorer som förmedlar noradrenalinfrisättning har en b2-undernehet. Dessutom har 

a4- och a6-underenheten konstaterats ha en viktig roll som förmedlare av 

noradrenalinfrisättning i hippocampus. Blockering av b3-underenheten ledde också till 

nästintill total inhibering av noradrenalinfrisättning. Samma resultat har också kunnat 

observerats i andra undersökningar (Azam och McIntosh 2006; Scholze m.fl. 2007). Både a4- 

och a6-underenheterna brukar förkomma tillsammans med b2-underneheten i 

nikotinreceptorer. Baserat på resultaten från de olika undersökningarna kan man anta att de 

viktigaste nikotinreceptorer som förmedlar noradrenalinfrisättning i hippocampus är a4b2*- 

och a6b2*-receptorer.  

Posadas m.fl. (2013) rapporterade också om dessa receptorer i sin översiktsartikel där man 

samlat information från flera olika forskningar som bl.a. fokuserat på nikotinreceptorernas 

distribution i CNS. Eftersom hippocampus reglerar minnesfunktioner och genomgår 

patofysiologiska förändringar i bl.a. Alzheimers sjukdom, är detta ett område som med hjälp 

av de olika forskningsmetoderna kunde undersökas för att klarlägga nikotinreceptorernas 

funktion i detta område (Posadas m.fl. 2013; Dineley m.fl. 2015). Försämring av de kognitiva 

funktionerna hos individer som lider av Alzheimers sjukdom kan kopplas till förändringar i 

hippocampus. Detta indikerar att nikotinreceptorerna i hippocampus kan vara potentiella 

målreceptorer för behandling av försämrade kognitiva funktioner.  För att kunna utveckla mera 

specifika läkemedel krävs dock mera forskning för att fastställa nikotinreceptorernas 
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stökiometri i hippocampus och för att ytterligare kunna fastställa om a4b2*- och är a6b2*-

receptorerna även förekommer tillsammans med andra nikotinreceptor-underenheter i 

hippocampus. Ett problem med nikotinagonister har varit att de inte är tillräcklig specifika 

(Hurst m.fl. 2013).  

Noradrenalinfrisättning i hjärnbarken och i de olika delarna av hjärnbarken har undersökts med 

flera olika metoder (Woo m.fl. 2002). Amtage m.fl. 2004; Salminen och Vaha (opublicerat 

material). Patofysiologiska förändringar i hjärnbarken är kopplade till flera olika sjukdomar 

(Dineley m.fl. 2015). Försämring av kognitiva funktioner i neurodegenerativa sjukdomar och 

neurologiska sjukdomar (t.ex. schizofreni), som kopplats till patofysiologiska förändringar i 

hjärnbarken har delvis bidragit till hjärnbarkens popularitet bland forskare. 

Nikotinreceptorernas förmedling av noradrenalinfrisättning i hjärnbarken har kunnat 

undersökas med hjärnskivor, 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 hjärnbarken och dess betydelse 

för kognitiva funktioner. Dessa undersökningar har visat att noradrenalin frisätts i bl.a. 

neocortex, prefrontala cortex och motoriska barken.  

 

Resultat från den opublicerade forskningen som utförts av Salminen och Vaha (opublicerat 

material) har också gett insikt i vilka receptorunderenheter som förmedlar 

noradrenalinfrisättningen i motoriska- och prefrontala cortex hos möss. Resultaten visade att 

noradrenalinfrisättningen i prefrontala cortex är större än i den motoriska barken, men i båda 

fallen kunde man observera noradrenalinfrisättning. Resultaten som erhölls efter administrering 

av a-CTX-MII, visade att a-CTX-MII-känslig frisättning åtminstone minskade till viss del 

efter blockering med a-CTX-MII i både motoriska- och prefrontala cortex. Den a-CTX-MII-

resistenta frisättningen av noradrenalin var dock högre än den a-CTX-MII-känsliga 

frisättningen. Även de homomeriska a7-receptorerna har hittats i hjärnbarken hos gnagare och 

frisättning till följd av stimulering av dessa receptorer kan inte helt uteslutas (Pohanka 2012). 

Genom att använda a7-receptorspecifika antagonister kunde man undersöka om 

noradrenalinfrisättning också förmedlas via dessa receptorer i prefrontala- och motoriska 

barken. Resultaten från denna undersökning visar dock att den viktigaste fömedlaren av 

noradrenalinfrisättning i både prefrontala- och motoriska barken är a4b2*-receptorer. Både 

a4b2*- och a6b2*-  presynaptiska receptorer har kopplats till flera olika sjukdomar (Dineley 
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m.fl. 2015). Patofysiologiska förändringar som kopplats ihop med Alzheimer sjukdom, har 

även kunnat kopplas till a4b2*-receptorer i hjärnbarken och hippocampus. Jämfört med friska 

individer i samma ålder, har man kunnat observera att α4β2*-receptorernas bindningsställen i 

hippocampus och hjärnbarken minskar med ca 50 %,  medan muskarina receptorer inte 

påverkas i större utsträckning. Med andra ord verkar nikotinreceptorerna påverkas i högra grad. 

Agonister för α4β2*-receptorerna, som potentiellt skulle kunna öka noradrenerg transmission i 

hjärnbarken, kunde med andra ord utgöra intressanta målreceptorer för behandling av kognitiva 

symptom som associeras med Alzheimers sjukdom. Även α6β2*-receptorerna, som även tycks 

förmedla en del av noradrenalinfrisättningen i hjärnbarken kunde vara en potentiell målreceptor 

för nya nikotinreceptor-specifika läkemedel eftersom även de receptorerna tycks förmedla 

noradrenalinfrisättning i både prefrontala- och motoriska hjärnbarken. Hittills har forskning 

fokuserat mycket på de nikotinreceptorerna som förekommer i stora koncentrationer i CNS, 

men resultat från forskning pekar även på att nikotinreceptorer som inte förekommer i samma 

utsträckning besitter potential (t.ex. α6β2*-receptorer). 

 

Noradrenalinfrisättning till följd av stimulering av nikotinreceptorer har också undersökts i 

hypotalamus och amygdala, som är viktiga strukturer i hjärnans limbiska regioner (Yoshida 

m.fl. 1980; Anderson m.fl. 2000; Amtage m.fl. 2004). Även i dessa områden verkar α4β2*-

receptorerna ha en viktig roll för frisättningen av noradrenalin. Noradrenalinfrisättningen i 

dessa limbiska strukturer har inte undersökts i lika stor utsträckning som t.ex. hippocampus och 

hjärnbarken. Mera information om nikotinreceptormedierad frisättning i de limbiska områden, 

kunde eventuellt leda till nya insikter om nikotinreceptorernas roll i dessa regioner. 

Patofysiologiska förändringar i de  limbiska områden har kunnat observeras i både neurologiska 

och neurodegenerativa sjukdomar (Anderson m.fl. 2000; Espay m.fl. 2014). Mera forskning 

inom detta område kunde bidra med värdefull information som bl.a. kunde utnyttjas inom 

läkemedelsforskningen.  

 

Andra neurodegenrativa sjukdomar som kopplats till α4β2*- och α6β2*-receptorer är bl.a. 

Parkinsons sjukdom. (Quik och Wonnacott 2011). De motoriska symptomen som kopplas till 

Parkinsons sjukdom, kunde potentiellt också behandlas genom att öka noradrenerg 

transmission i motoriska barken med α4β2*- och α6β2*-receptoragonister. Båda receptorerna 

finns även i dopaminerga banor i hjärnan och är strakt kopplade till Parkinsons sjukdom. 

Noradrenerg denervering kan bl.a. observeras i hjärnbarken och hippocampus i hjärnan vis 

Parkinsons sjukdom. Agonister för α4β2*- och α6β2*-receptorer, kunde ha potential att lindra 
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på bl.a. motoriska symptom genom att binda till målreceptorer i den motoriska barken, och 

dessutom kunde de även eventuellt lindra kognitiva symptom som associeras med Parkinsons 

sjukdom (Quik och Wonnacott 2011; Salminen och Vaha (opublicerat material)). Trots att det 

finns bevis på att dessa receptorer kunde vara potentiella målreceptorer, krävs det dock mera 

forskning för att kunna fastställa dessa teorier och för att ytterligare studera stökiometrin av 

dessa nikotinreceptorer.  

 

Intressant nog har man kunnat undersöka noradrenalinfrisättningen i hjärnbarken med 

mänskliga vävnadsprover (Woo m.fl. 2002; Amtage m.fl. 2004). Resultat från dessa 

undersökningar har också visat att noradrenalin frisätts från den mänskliga hjärnbarken till följd 

av stimulering av nikotinreceptorer. I undersökningen utförd av Woo m.fl. (2002) kunde man 

se att en betydligt större mängd noradrenalin frisattes i den mänskliga hjärnbarken jämfört med 

undersökningar som använt råttor (Anderson m.fl. 2000). Det kan finnas flera förklaringar till 

detta fenomen och en orsak är självklart skillnader mellan arter. Det finns möjlighet att de 

nikotinreceptorer i den mänskliga hjärnbarken som förmedlar noradrenalinfrisättning inte är de 

samma som förmedlar noradrenalinfrisättning i hjärnbarken hos råttor. Metoderna som 

användes i de olika undersökningarna var inte heller identiska, vilket också kan påverka 

resultaten. Det bör också nämnas att vävnadsproverna från den mänskliga hjärnbarken erhölls 

från individer med svårbehandlad och läkemedelsresistent epilepsi. Det finns en möjlighet att 

de patofysiologiska förändringarna i hjärnan och långvarig  behandling med olika läkemedel 

hade lett till förändringar i hjärnbarken hos epilepsipatienterna, vilket också kan ha påverkat 

resultaten. Detta visar att skillnader mellan olika däggdjur bör också tas i beaktande i forskning. 

Det finns ett behov av att genomföra undersökningar med vävnadsprover från den mänskliga 

hjärnan, men detta är förstås mera kostsamt och tillgängligheten kan också vara ett problem. 

 

Synaptosomer är en av de metoder som använts för att undersöka de olika 

neurotransmittorsystemen i CNS (Raiteri och Raiteri 2000). Hittills har de främst använts för 

att undersöka frisättning av neurotransmittorer till följd av stimulering av presynaptiska 

receptorer. Frisättning av dopamin, noradrenalin och GABA har undersökts mycket med 

synaptosomer. Forskning med synaptosomer är en väldigt mångsidig metod och forskning med 

dem har också lett till identifiering av nikotinreceptor-underenheter i olika hjärnområden och 

hjälpt till att definiera stökiometrin för nikotinreceptorer. Detta är egenskaper med metoden 

som kunde utnyttjas ännu mera för att utveckla nya läkemedel som utövar sin verkan via 

nikotinreceptorer. Jämfört med forskning med hjärnskivor, frisätts det mindre 
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neurotransmittorer från synaptosomer (Anderson m.fl. 2000). Detta kan bero på att det finns 

flera olika receptorer i hjärnskivor som har förmågan att förmedla neurotransmittorfrisättning. 

Synaptosomer lämpar sig utmärkt för att undersöka frisättning av neurotransmittorer som 

förmedlas via presynaptiska receptorer. Detta gör dem till en utmärkt metod att undersöka de 

presynaptiska nikotinreceptorerna och deras funktion.  

 

Ett av de mest centrala målen i denna avhandling var att karaktärisera dopaminfrisättningen i 

striatala synaptosomer till följd av stimulering av nikotinreceptorer med agonisterna acetylkolin 

och vareniklin. I båda fallen frisattes dopamin från de striatala synaptosomerna och effekten 

var koncentrationsberoende. Frisättningen av dopamin var mindre när vareniklin användes för 

att stimulera synaptosomerna än när acetylkolin användes. Detta var väntat eftersom vareniklin 

är en partiell agonist och acetylkolin är en full agonist för nikotinreceptorer (Hurst m.fl. 2013). 

Genom att använda a-CTX-MII kunde dopaminfrisättningen delas upp i a-CTX-MII-känslig 

och a-CTX-MII-resistent frisättning. Eftersom a-CTX MII blockerar a6b2*-receptorer, kan 

man dra slutsatsen att dopaminfrisättning i striatum förmedlas via a6b2*- och icke-a6b2*-

receptorer (Champtiaux m.fl. 2003; Salminen m.fl. 2004). Eftersom man känner till att a4b2*- 

och a6b2*-receptorer förmedlar dopaminfrisättningen i dopaminerga banor (i detta fall 

nigrostriatala banor), kunde man dra slutsatsen att den största delen av dopaminfrisättning som 

kunde observeras till följd av blockering av a6b2*-receptorer med a-CTX-MII, högst 

antagligen förmedlas via a4b2*-receptorer. I denna undersökning testades inte andra 

antagonister, så man kan inte helt utesluta att en del av dopaminfrisättningen förmedlades via 

de presynaptiska a7-receptorerna, som också påträffas i striatum (Posadas m.fl. 2013). Baserat 

på resultaten från undersökningen utförd av Whiteaker m.fl. (2000), kan man dock dra 

slutsatsen av att dopaminfrisättningen inte förmedlades via a3-underenheten i de striatala 

synaptosomerna. Dopaminfrisättningen minskade inte märkvärt när synaptosomerna 

förbehandlades med  a-CTX-MII. Detta var också väntat eftersom vareniklin är en a4b2*-

agonist och a-CTX-MII blockerar a6b2*-receptorer. Resultaten från denna undersökning var 

förväntade. För att undersöka frisättningen till följd av stimulering av synaptosomerna med  

vareniklin användes flera försöksdjur (vareniklin: N = 10, acetylkolin N = 5). Detta gjordes för 

att få jämnare resultat. Det bör även nämnas att det förekommer individuella skillnader mellan 

mössen, som också kan påverka resultaten och höja värdena för bl.a. standardavvikelsen. 
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