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Sammandrag

Gamma-aminosmorsyra (GABA), glutamat och acetylkolin (ACh) har traditionellt sett
betraktats som nervtransmittorer som inverkar pa inhibitionen och excitationen av nervceller.
Dock har det uppdagats att alla tre &r vitala komponenter av leukocyters signaleringssystem.
Hiri fokuserar jag pa hur GABA, glutamat och ACh paverkar T-celler samt vilka relevanta
receptorer, transportorer och enzymer som uttrycks av T-celler. Idén att nervtransmittorer och
leukocyter interagerar &r relativt ny men den forskning som gjorts visar enhélligt att
gammaaminosmorsyra, glutamat samt acetylkolin har alla en betydande effekt pa T-celler i
manga olika vidvnader déribland hjdrnan, blodomloppet och bukspottskorteln. Detta medfor
att den relativt nyupptickta relationen har stora implikationer for manga sjukdomar sdsom
multipel skleros (MS), typ-1-diabetes och inflammation allmint. Vidare forskning om detta
samband, nevroimmunologi, kan ligga till grund for framtida farmakologiska behandlingar
som kan lindra eller bota symptom for manga av dagens autoimmuna och neurologiska
sjukdomar.

Inledning

Immunférsvaret: Overblick

Immunforsvaret delas in i tva delar. Det medfédda immunforsvaret dr kroppens forsta
forsvarslinje och utgoras av epitelceller, slemhinnor, magsaften, komplementsystemet samt
alla leukocyter utom lymfocyterna. Det adaptiva immunforsvaret utgors av B och T
lymfocyterna som dven kallas for T- och B celler. Det som medfédda och adaptiva leukocyter
reagerar pa kallas for antigen, vilket kan vara allt fran virus till eukaryota patogener. De
medfodda leukocyterna kidnner igen antigen som #r generella for manga patogener. De
anvénder receptorer som Toll-Liknande-Receptorer (TLR) for att identifiera antigen. TLR3 &r
en sadan som reagerar pa dubbelstrangat RNA, en mycket vanlig patogen markor for virus
(Mugzio et al. 2000). Lymfocyterna &r kroppens andra forsvarslinje och erhaller enorm
mangfald i sina B-cellreceptorer och T-cellreceptorer (TCR) (Davis & Bjorkman 1988,
Gathings et al. 1977). Detta dr mojligt pa grund av somatisk rekombination (Chien et al. 1984)
som slumpmaissigt beviljar uttrycket av receptorsubenhets gener. B-celler genomgar mognad i
benmirgen medan T-cellerna mognar i brassen (tymus) (Tyan 1964). Bréssen utsondrar dven
essentiella hormon for B-cellers mognad. Somatisk rekombination medf6r hog
antigenspecificitet och diversitet men ocksa autoimmunitet (immuncellers reagens pa
kroppsegna antigen). Under sin mognad genomgar bade B och T-celler rigor6sa kontroller for
att forsdkra att de inte dr defekta. Forst genomgar de positiv kontroll, vilket innebér att deras
formaga att binda till MHC klass 1 (MHC-1) och klass 2 (MHC-2) testas. MHC &r molekyler
som binder till antigen i cellers protoplasma och sedan fér dem till plasmamembranet for att
presenteras for immunceller. Autoimmunitet testas sedan genom negativ kontroll. I detta
arbete kommer jag att fokusera pa T-celler.



T-celler

T-cellens 6de avgors under positiv kontroll. Om cellen saknar férmagan att ansluta till MHC-
1 eller -2 far de en signal att genomga apoptos, om de ansluter starkare till MHC-1 utvecklas
de till en cluster of differentiation 8" (CD8") T-cell. Om de ansluter starkare till MHC-2
utvecklas de till en cluster of differentiation 4* (CD4") T-cell (von Boehmer et al. 2003).
CD4" och CD8" dr co-receptorer som ar mycket viktiga for bildning av immunologiska
synapser, Figur 1. Det finns manga andra CD molekyler, exempelvis CD3 som &r en viktig
co-receptor for TCR. Majoriteten av CD8" T-celler &r cytotoxiska T-celler (T,,,) och flertalet
CD4" celler dr regulatoriska (T,) eller hjélpar (T,) T-celler. T-cellernas negativa kontroll
involverar antigenpresenterande celler (APC) som presenterar kroppsegna antigen. Om en T-
cell binder for starkt till ett sddant antigen innebér det att T-cellen dr autoimmun och den
mottar en apoptisk signal. Om de ansluter svagt utvecklas de till T, eller T, och om de
ansluter “medel” starkt till antigent utvecklas de till T,., (Hori ez al. 2003). Efter att T-cellerna
har kontrollerats fors de ut fran brissen som naiva T-celler i det kardiovaskulira systemet. T-
celler spenderar storre delen av sin existens i lymfsystemet, frimst i mjélten och i
lymfknutarna (Goodnow & Cyster 1997). De passerar in i lymfsystemet fran det
kardiovaskulira systemet genom hog endotelvenoler som har bredare endotelceller dn vanliga
venoler (Stamper & Woodruff 1976). APC delas in i tva kategorier. Nistan alla celler i
kroppen uttrycker MHC-1, sddana celler kan stimulera T.,,. Makrofager, dendritceller och B-
celler uttrycker MHC-2 och dr APC for T, och T,. I anslutningen mellan APC och lymfocyt
bildas det en immunologisk synaps dér information mellan de tva cellerna 6verfors.
Immunologiska synapser bestar av MHC-1/ -2 T-cellreceptor (TCR) inneslutna av integrin
adhesions molekyler. Klassiskt sett dr det cytokinerna som dr immunsystemets
kommunikationsmolekyler. De inverkar bland annat i inflammation, proliferation, aktivering
samt kemotaxi. Dock finns det manga andra molekyler som paverkar leukocyterna.

Figur 1: En schematisk bild pa interaktionen mellan CD4*/ CD8* T-celler och APC. CD4" T-
celler interagerar med APC som presenterar antigen med MHC-1 molekyler medan CD8" T-
celler ansluter med APC som anvinder MHC-2 molekyler.



Gamma-aminosmorsyra (GABA)

GABA ir den vanligaste inhibitoriska signalsubstansen i det centrala nervsystemet (CNS) och
finns dven i det perifera nervsystemet (PNS) (Jin et al. 2011, Olsen & Sieghart 2009).
Mekanismerna for metabolismen samt transporten av GABA i CNS ir vilkidnda. Enzymet
glutaminsyra-dekarboxylas (GAD) anvéinder glutamat som substrat till syntesten av GABA.
GAD forekommer i tva isoformer hos diggdjur, som GAD¢; och GADy;,, dopta efter sina
respektive molmassor (65 respektive 67 kDa). De tva isoformerna av GAD hittas i olika delar
av nervcellen: GAD; finns koncentrerat i synaptiska vesiklar i synapsen medan GADg;, finns
jamt fordelat i nervcytosolen. Bade GADys och GAD; hittas i perifer vdvnad sasom i
bukspottkortelns Langerhanska oar, binjurarna och testiklarna (Jin et al. 2011). Efter syntes i
presynaptiska terminalen sa transporteras GABA in i presynaptiska vesiklar av en vesicular
inhibitory amino acid transporter (VIAAT) SLC 32A1 (Wilmers & Getz 2005, Dumoulin e?
al. 1999). Efter sekretion till den synaptiska klyftan upphor GABAs effekt genom att det
fangas upp av hogaffinitets transportorer (Bhat et al. 2010, Christiansen et al. 2007). Det finns
fyra GABA transportorer i méanniskokroppen: GABA-transportor 1, 2,3 (GAT1-3) samt
betain GABA-transporter (BGT-1) (Christiansen et al. 2007). GABA-transaminas dr enzymet
som bryter ner GABA till succinatsemialdehyd (SSA) (Shelp et al. 1999). SSA i sin tur &r
substrat till manga enzym (Cash et al. 1979). Det finns tva typer av GABA receptorer:
GABA, och GABA;. GABA ,-receptorerna dr ligandstyrda jonkanaler (Olsen & Sieghart
2009) medan GABA; dr en metabotropiska, G-protein kopplad receptor (Karbon & Enna
1985).

GABA ,-receptorer dr transmembrana pentameriska glykoprotein uppbyggda av en
sammansittning av fem subenheter av 19 mojliga; al1-6,  1-3,v1-3,0, €, 7, 6 och o 1-3.
Alla varianter dr permeabla for kloridjoner (CI') och innehéller oftast tva a, tva 3 plus en
femte ubenhet (Olsen & Tobin 1990, Olsen & Sieghart 2009). GABA ,-receptorerna
associerar med manga intracelluldra proteiner till exempel GABA receptor associerat protein
(GABARap) som transporterar subenheterna strax efter syntes i cellers endoplasmatiska
retikulum till plasmamembranet (Chen et al. 2007). GABA-receptorn ér en heteromer och
bestar av tva subenheter GABA, och GABAy, (Marshall ez al. 1999). Receptorn &r antingen
kopplad till kalium (K*) eller kalcium (Ca**) jonkanaler. Presynaptiska GABA-receptorer
stanger ofta kalciumjonkanaler medan postsynaptiska GABA-receptorer oftast 6ppnar
kaliumjonkanaler (Wojcik & Neff 1984, Karbon & Enna 1985).

Receptoraktiveringen av bade GABA , och GABA resulterar vanligtvis i en
hyperpolarisering i CNS nerver. Hyperpolarisering innebir att membranpotentialen blir mer
negativ och nervaktivitet dimpas. Perifer vivnad har ocksa visats uttrycka GABA sasom
testiklarna, dggstockarna, placentan, livmodern, gastrovaskuldratrakten, hypofysen och
bukspottskortelns Langerhans 6ar (Gladkevich ef al. 2006). GABA finns dven i blodet i
mycket 1aga koncentrationer, cirka 100 nM. Man har dven visat att GABA ér en viktig del i
signaltransduktionsvigar i endokrinvivnad (Kataoka et al. 1984). GABA
signaleringskomponenter har ocksa upptéckts uttryckas av leukocyter (Ratnikov ef al. 1982).
Funktionen av GABA som en immunomodulatorisk molekyl &r idag ett vaxande
forskningsfilt.



GABA-signalsystemskomponenter i T-celler

GABA samt GABAs signaleringskomponenter har visats uttryckas av manga immunceller
déribland T-celler (Jin et al. 2011). Man har visat att immunceller uttrycker méanga av de
enzym och protein som dr inblandade i GABA-metabolismen. I forsok pa moss uppdagades
det att, bland andra immunceller, CD4" T-celler utrycker GAT-2, GABA-T samt att de
utsondrar GABA (Bhat et al. 2010). Wang (2009) upptickte genom att jamfora moss med/
utan GAT-1 att GAT-1 uttryck leder till minskad T-cells proliferation. Férsok pa humana
lymfocyter har visat att GADy,;, VIAAT, GABA-T samt GAT (1 och 2) utrycks av bade
aktiverade och naiva T-celler (Dionisio et al. 2011). De olika subenheterna som bygger
GABA ,-receptorerna har visats utryckas av bade CD4" och CD8* samt APC hos rattor, moss
och ménniskor (Jin ef al. 2011). Dock har analoga forsok pa moss, diar endast stam varierat,
visat inkonsekventa data géllande de olika subenheternas uttryck. CD4* fran NOD (non-obese
diabetic, en modell for typ-1-diabetes) moss uttryckte al, a2, f1, 2, 33 och & (Tian et al.
2004), medan EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis, en modell for MS) CD4"
moss uttryckte inga av de ovannimnda GABA ,-subenheterna (Bhat ez al. 2010). Endast ett
fatal forsok har utforts pa lymfocyter dir man undersokt uttrycket av alla 19 subenheter. Aven
hér erholls varierande resultat: I EAE cellinjen uttrycktes al, a4, 32, $3,y1 och & (Bjurstom
et al. 2008) och i T-celler fran rattor uttrycktes al, a2, a3, a4, a6, $3,v1, 0, o1 och 92
(Mendu et al. 2011). Slutsatserna man kan dra ifran de ovanstaende resultaten dr att GABA ,-
receptorer uttrycks av T-celler och att variabler som T-cellsubgrupp och tillstand kan spela en
roll for vilka subenheter som uttrycks. Fler forsok maste genomforas for att faststilla detta. I
forsok pa moss (NOD, Balbrc och AKR) uppticktes det att GABA har en inhibitorisk effekt
pa T-cellers proliferation (Tian et al. 2004). Man testade anti-CD3 (en CD3 antikropp)
inducerad T-cell proliferation i ndrvaro av 300 uM GABA och erhéll att T-cellerna
prolifererade 60 % mindre i ndrvaro av GABA. Man testade dven TCR-aktiverade lymfocyter
med kroppsegna (GADy;) och frimmande (honsidgglysozym) antigenen, dven hir utovade
GABA en inhibitorisk effekt. De visade dven att det var GABA ,-receptorn som medierade
inhibitionen genom att visa att muscamol, en GABA ,-receptoragonist, uppvisade liknande
resultat (40 % ldgre proliferation med muscamol). Under fysiologiska forhallanden finns
GABA i hoga koncentrationer (300 uM — nagra mM) endast i synapser, darfor var det av stor
betydelse nér fysiologiska koncentrationer av GABA som finns i extracellulér vitska (100
nM) visades minska T-cellers proliferation (Bjurstrom et al. 2008, Mendu et al. 2011).
Baclofon, en GABA; agonist, visades inte ha nagon inverkan pa T-cellers proliferation. T-
cellers uttryck av GABAy dr i dagsldget knappt utforskat.

De biokemiska mekanismerna som GABA utovar pa T-celler &r i dagsldget endast delvis
beskrivna och man har inte faststillt hur olika sammanséttningar av underenheter av GABA -
receptorn skiljer sig i effekt. Nar T-celler aktiveras via TCR/ CD3 — MHC/ antigenbindning
sitts en kaskad av reaktioner igng som resulterar i Ca** inflode samt 6kat genuttryck av
cytokinen interleukin 2 (IL-2) (Alberola-Ila ef al. 1997). IL 2 paverkar T-cell proliferation.
Tian (1999) testade om GABA &ven inhiberade T-cell proliferation i ndrvaro av jonomycin
(en Ca* jonofor) och forbolacetatester (PMA, aktiverar proteinkinas C). De visade att GABA
inte har nagon inverkan i nérvaro av dessa, mojligtvis pa grund av att de frimjar inflode av
Ca’. Ca®* dr en mycket viktig sekundir budbérare hos T-celler som inducerar cytokinsyntes
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och utsondring samt proliferation (Beeton & Chandy 2005, Chandy et al. 2004, Bjurstom et
al. 2008, Tian et al. 1999). Ca** flodar in i T-celler via Ca®" frislippningsaktiverade kanaler
(CRAC). Den intracellulira Ca**-koncentrationen i T-cellen #r beroende av de elektriska och
kemiska gradienterna dver membranet (Bjurstom et al. 2008). Ca** inflode amplifieras av Ca**
kénsliga K* kanaler (Bjurstom et al. 2008). T-celler har en membranpotential pa -50 till -70
mV och en CI jamviktspotential pa -35 mV (Felber & Brand 1982, Lewis & Cahalan 1995,
Lewis et al. 1993, Tian et al. 2004). GABA ,-receptorstimulering har en motsatt effekt till
Ca’ kiinsliga K*-jonkanaler da det orsakar att Cl" strommar ut ur cellen mot den elektriska
och kemiska gradienten och ddarmed depolariserar cellen. I CNS flodar CI" in i nervceller
genom GABA ,-receptorn vilket leder till en hyperpolarisering. Ca®* infldde himmas av
GABA eftersom GABA ,-receptorer har en depolariserande effekt vilket férminskar
drivkraften som drar in katjoner i cellen, diribland Ca* (Tian et al. 2004, Bjurstom et al.
2008). Tabell 1 och Figur 3 sammanfattar uttrycket samt funktionen av GABA
signaleringskomponenter hos T-celler.

Tabell 1: Uttryck och funktion av GABA signalsystemskomponenter hos T-celler.

Art (cell linje) GABA signalsystemskomponent Funktion nedreglerad
Mus GAT-1* Proliferation
Mus GAT-2" Cytokinproduktion
Mus GABAT® Cytokinproduktion
Mus GABA® Cytokinproduktion
Mus (NOD) GABA,al, a2, pl1, B2, B3, 5 mRNA (naiv)“ Proliferation

Mus (NOD) GABA, al, a2, p1,B2,v3,8 mRNA (aktiverad)®  Proliferation

Mus (EAV) GABA, al, a4, p2,B3,v1, 5 mRNAP Proliferation (vid 100 nM
[GABA])
Rattus (Wistar) GABA, al, a2, a3, a4, a6, 3,9, 01,2 mRNAE Proliferation (vid 100 nM
[GABA])
Homo sapiens  GAT 1 & 2F Proliferation
Homo sapiens ~ GABATF Proliferation
Homo sapiens ~ VIAAT® Proliferation
Homo sapiens  GAD67" Proliferation
Homo sapiens  GABA, al, a3, a6, p3,v2, 0, 02 mRNA Proliferation
(aktiverad)”
Homo sapiens  GABA, al, a6, 8, 02 mRNA (naiv)* Proliferation
Homo sapiens  GABA, al, a4, 1 mRNAS Cytotoxitet
(H9)
Homo sapiens  GABA, al, a3, a4, a6, p1,p2,p3,v2,0,¢,0 [Ca™];
(Jurkat J6) mRNA", GABA, al protein”
Homo sapiens  GABA, ol protein™ [Ca™];
(HL60)

Referenser: A, Wang et al. 2009; B, Bhat ef al. 2010; C, Tian et al. 2004; D, Bjurstom et al. 2008; E,
Mendu et al. 2011; F, Dionisio et al. 2011; G, Bergeret et al. 1998; H, Alam et al. 2006.




Glutamat (Glu)

I CNS alstras glutamat av glutamin och a-ketoglutarat (Tapiero et al. 2002). Glutamin eller o-
ketoglutarat transporteras in i pre-synaptiska terminalen och sedan vidare till en mitokondrie
dir fosforylerad glutaminas ombildar det till glutamat och ammoniak (Daikhin & Yudkoff
2000). Glutamatet forvaras sedan i synaptiska vesiklar for senare anvindning.
Spénningskiinsliga Ca** jonkanaler styr frislippningen av glutamat in i presynaptiska
terminalen (Anderson & Swanson 2000, Meldrum 2000). Frigorelsen av glutamat till
synaptiska klyftan paverkas av en méngd olika receptorer daribland GABA, mGluR och
AChR (Anderson & Swanson 2000, Meldrum 2000). Sa lite som en vesikel (100 mmol/L
Glu) kan inducera en excitatorisk postsynaptisk potential (EPSP) (Meldrum 2000). Efter
sekretion ut i synaptiska klyftan finns glutamat antingen bundet till en glutamatreceptor
(GluR), bundet till en transportor, diffunderat ur klyftan eller absorberat av gliaceller. I
gliacellerna metaboliseras glutamat antingen till glutamin, via glutaminsyntas, eller till a-
ketoglutarat, via glutamat-oxaloacetat-transaminas (GOT) eller glutamat dehydrogenas (Eglen
et al. 1999). Glutamattransportorer dr essentiella for att extracelluldra koncentrationer av
glutamat inte ska na toxiska nivéaer. De viktigaste glutamattransportdrerna dr hog affinitets
glutamat-Na* beroende transportorer (EAAT). Det finns fem sadana, EAAT-1 till 5
(Nedergaard et al. 2002, Schwartz et al. 2003). Det finns dven en cystin/ glutamat antiport
(Bannai & Kitamura 1980, Bannai & Kitamura 1981). Glutamat har bade ligandstyrda
jonkanalreceptorer (iGluR) och metabotropsika, G-protein-kopplade receptorer (mGIluR).
iGluR &r indelade i tre grupper, namngivna efter respektive specifik agonist (Watkins &
Olverman 1987) a-amino-3-hydroxy- 5-metyl- 4-isoxazolpropionat (AMPA), N-metyl -D-
aspartat (NMDA) och kinat (KA). AMPA-receptorn &r konstruerad av en kombination av fyra
subenheter: iGluR 1, iGluR2, iGluR3 och iGluR4, KA-receptorn av fem subenheter: iGluRS,
iGluR6, iGIuR7, KA, och KA, och NMDA-receptorn av sju subenheter: NR1, NR2, NR3,
NR4, NRS5, NR3A och NR3B. Man gor ofta en distinktion mellan NMDA -receptorn och
AMPA/ KA-receptorerna eftersom AMPA och KA ir mycket lika, dd bendmner man AMPA/
KA som icke-NMDA-receptorer och NMDA som NMDA -receptorn. Alla iGIuR &r permeabla
for katjoner, framst Na* och K* men skiljer sig at i relativ permeabilitet beroende pa
receptorgrupp och dess subenhetskomposition (Attwell 2000, Meldrum 2000). Endast

NMDA -receptorn ér i vanliga fall permeabel for Ca**. NMDA-receptorn kriver dven en
elektrisk impuls samtidigt som den binder glutamat for att aktiveras di den binder Mg**
internt vilket blockerar jonkanalen (Fonnum 1984). mGluR &r uppdelade i tre subgrupper som
ar ytterligare klassificerade i atta subtyper utefter funktion och agonister. Subgrupp ett
(mGlulR: R1 och R5), subgrupp tva (mGlulIR: R2 och R3) samt subgrupp tre (mGlullIR: R4,
R6,R7 och R8) (Nakanishi 1992). mGIluR stimulering resulterar i forandrade koncentrationer
av intracellulédra sekundira budbirare, olika sekundéira budbérare aktiveras beroende pa
subgrupp och subtyp (Kunishima ez al. 2000). Aktivering av bade iGluR och mGluR
resulterar i en depolarisering i vertebrat CNS vilket innebér att membranpotentialen blir mer
positiv i den postsynaptiska cellen och nervaktiviteten okar. De flesta excitatoriska CNS
nerver i vertebrater innehaller glutamat. Glutamat uppfyller manga funktioner utdver sin
signaleringsroll i CNS och har manga metaboliska viagar utanfor CNS (Erecinska & Silver
1990). Sasom GABA har glutamat @ven visats paverka leukocyter (Kostanyan et al. 1997).



Glutamat-signalsystemskomponenter i T-celler

Glutamatreceptorers uttryck av humana leukocyter uppdagades genom att undersoka
radioaktivt mérkt glutamats bindning till leukocyter (Kostanyan et al. 1997). Forskning pé
omogna T-celler i brissen (tymocyter) hos moss har visat att tymocyter uttrycker olika
subtyper av mGluR beroende pa utvecklingsskede (Storto et al. 2000a). De visade att
CD47/CD8" och CD4%/CD8" tymocyter uttryckte subgrupp mGIulIR (R2/R3) och mGlulR
subtyp mGIluRS5 samt att CD47/CD8™ tymocyter uttryckte mGIlulIR och mGIulR subtypen
mGluR1. Aktivering av mGlulR 6kade cytosoliskt IP3 och mGIlullR aktivering 6kade
cytosoliskt cAMP i CD4"/CD8"* och CD4"/CD8™ tymocyter. CD47/CD8™ mGIlulIR och
mGlulR fungerade likadant. Skillnaden i mGIluR uttryck i olika stadier i T-cellmognaden
tyder pa att glutamat paverkar T-cellsutvecklingen (Storto et al. 2000b). Forsok pa rattor har
visat att tymocyter d@ven uttrycker mGluR4 och att dess funktion dr kopplad till fordndringar i
intracelluliir Ca**-koncentrationer samt himning av cAMP signalviigar och dirmed
ackumulation av intracellulidrt cAMP (Rezzani et al. 2003). Efter mognad uttrycker naiva T-
celler mGIluR5, R1, R2, R3 och R8 samt alla iGluR (NMDA, AMPA och KA) (Pacheco et al.
2007). Man har dven visat att blodlymfocyter uttrycker mGluR4, R6 och R7 och att dessa
okar intracellulédra reaktiva syrearter (ROS) i forsok pa rodentia (ratta och mus) och
lagomorpha (kanin), dock gjordes ingen distinktion mellan B- och T-celler (Boldyrev et al.
2004). ROS ir signaleringsmolekyler som foranleder proliferation, cellmognad eller apoptos.
Hos naiva T-celler orsakar mGIuR5 en biokemisk kaskad dir enzymet adenylcyklas aktiveras
forst. Sedan omvandlar adenylcyklas ATP till cAMP (Pacheco et al. 2004). cAMP aktiverar
vidare proteinkinas A (PKA). Bade cAMP och PKA inaktiverar c-jun n-terminal kinaser
(JNK) (Harada et al. 1999), extracellulér signalreglerande kinas (Kostanyan ez al. 1997,
Ramstad et al. 2000), aktiverar c-scr kinas (CSK) (Vang et al. 2001) och NF »B (Hershfield
2005, Jimenez et al. 2001). Alla dessa skeenden gor att T-celler inte kan proliferera eller
producera cytokiner (Aandahl ef al. 2002). mGluRS stimulering hos aktiverade T-celler har
visats 0ka ERK-aktivering en motsatt effekt till naiva T-celler (Pacheco et al. 2004). mGluRS5
har #ven visats oka intracellulirt Ca** (Kawabata et al. 1996) samt aktivera spinningskinsliga
kaliumjonkanaler (K, 1.3), ndgonting som mGluR1, R2 och R3 ocksa gor hos naiva T-celler
(Poulopoulou et al. 2005b). K, 1.3 kanaler mojliggor att T-celler depolariseras vid ldgre
membranpotentialer. Depolarisering leder till inhibering av T-cellens aktivering,
cytokinsyntes och proliferering (Cahalan & Lewis 1994, Lewis & Cahalan 1995). Detta
medfor att T-celler erhaller ligre immunreaktans (Poulopoulou et al. 2005a). Alla tre iGluR
subgrupper (AMPA, NMDA och KA-receptorer) uttrycks av naiva T-celler (Lombardi et al.
2001). Alla iGluR subgrupper kan in vitro vid fysiologiska koncentrationer av blodplasma
Glu (10 nM) modulera effekterna av molekyler som inducerar T-cell proliferation och Ca**
instromning (Lombardi ef al. 2001). Detta pavisades genom att anvidnda phytohaemagglutinin
(PHA) och anti-CD3. PHA ér en mitogen (en mitosinducerande molekyl) och aktiverar T-
celler genom att ansluta till TCR/ CD3 komplexet. Detta leder till aktivering av fosfolipas C
sedan IP3-systemet som vidare aktiverar protein kinas C och till slut mitogen aktiverad
protein kinas (MAPK) som influerar proliferation, differentieringen, apoptos och genuttryck.
anti-CD3 idr en antikropp som stimulerar CD3 och dirmed TCR vilket leder till proliferation.
Glutamat kunde dock inte inducera proliferation eller Ca** instrémning av sig sjilvt vid
koncentrationer i intervallet 10 nM — 1 mM (Lombardi et al. 2001). NMDA-receptor
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subenheterna NR1 och NR2 uttrycks av T-celler fran humant blod och uttrycket av mRNAt

for dessa subenheter fordndras vid TCR aktivering (Miglio et al. 2005). NMDA -receptorn har

visats paverka T-cellers proliferation (Miglio et al. 2005). mRNA for NMDA-subenheten
NR3 har dven visats uttryckas av humana blodleukocyter, dock gjordes ingen distinktion

mellan B- och T-celler (Roozafzoon et al. 2010). KA-receptorer reglerar K, 1.3 jonkanaler i T-
celler sasom mGIuR2 och mGluR3 (Poulopoulou et al. 2005b). AMAP subtypen R3 (iGluR3)

uttrycks hos naiva T-celler och reglerar tva egenskaper hos T-celler; T-cellers adhesion till

ECM glykoproteinen laminin (ett protein i det basala laminat) och fibronektin (ett protein i

extracelluldra matrixen) samt T-cellers migration mot kemokininen CXCL12/SDF-1 (Ganor
et al. 2003, Sarchielli et al. 2007). Proteaset granenzym B klyver iGluR3 vid TCR-aktivering
och receptorn aterfinns inte pA membranet forrdn ca 48 timmar senare (Ganor et al. 2007).
Forsok pa rodentia (ratta och mus) och lagomorpha (kanin) har visat att NMDA medierar
intracellulira reaktiva syreféreningar (ROS), dock gjordes ingen distinktion mellan B- och T-

celler (Boldyrev et al. 2004). De kidnda uttrycken och funktionerna av iGluR och mGIluR visas

i Tabell 2 och Figur 2 och 3.

Tabell 2: Uttryck och funktion av glutamats signalsystemkomponenter hos T-celler.

Art (Cell typ) Glutamatreceptor Funktion
Mus (Tymocyt) mGlulR (R1/R5)B T[IP3];
(Tymocyt) mGlullR (R2/ R3)® lcAMP
Rdtta (Tymocyt) ~ mGluR4¢ IT[Ca*); & 1T cAMP
Homo sapiens mGluR5P&F TAC—1Cytokiner & {Proliferation®, T[Ca**]

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Rétta/ Mus/ Kanin
Rétta/ Mus/ Kanin

mGluR1, R2, R3F
mGluR 1
mGluR1,R2,R3 & R8¥
KAAT

NMDA*
NMDA: NR1' & NR2', NR3'
AMPA*
iGIluR3°

mGluR4, R6,R7 & R8"
NMDA"

& TKv 1.3%
TKv 1.3

T[Ca™];
ND
TKv 1.3

1T[Ca®]; & TProliferation
ITAktivering

1T[Ca®]; & lTProliferation
U1T-cell adhesion &

{TKemotaxi
T[ROS];

T[ROS];

Referenser: A, Lombardi et al. 2001; B, Storto et al. 2000a; C, Rezzani et al. 2003; D, Pacheco et al.
2004; E, Kawabata er al. 1996; F, Poulopoulou et al. 2005b; G, Ganor et al. 2003; H, Boldyrev et al.
2004; I, Miglio et al. 2005; J, Roozafzoon et al. 2010; K, Poulopoulou et al. 2005a.




Figur 2: En schematisk bild pa glutamatreceptorers uttryck i olika stadier. Humana T-celler
uttrycker AMPA, KA, NMDA (Lombardi et al. 2001) , mGluR1, mGluR2, mGluR3 samt
mGIuR5 (Pacheco et al. 2007). CD4/ CD8 mos uttrycker mGluR2, mGluR3 och mGIuRS;
CD4*/ CD8* mGluR2, mGluR3 och CD4*/ CD8 mdss mGluR5 och mGluR2, mGluR3 och
mGluRS5 (Storto et al. 2000a). Tymocyter fran rattor i cortexen av brissen uttrycker mGluR2,
mGlur3 och mGluR4; Tymocyter i briassens medulla uttrycker mGluR2, mGluR3, mGluR4
samt mGIluRS5 (Boldyrev et al. 2004).

Acetylkolin (ACh)

ACh spelar en central roll i bade PNS och CNS. I PNS motorplattor (neuromuskuléra
synapser) idr det ACh som ér den viktigaste nervtransmittorn i bade glatt- och
skelettmuskulatur. ACh har dven en vital roll i CNS dir det bland annat inverkar i minne,
humor, beloningssystemet, kognition, inldrning samt sinnesbearbetning. ACh syntetiseras fran
substraten acetyl-koenzym A och kolin av enzymet kolin-acetyltransferas (Bergeret et al.
1998, Greenspan 1980). ChAT syntetiseras i nervcellers soma (cellkropp) (Ichikawa &
Shimizu 1998). Efter syntes transporteras ACh via vesickulidr ACh transporter (VAChT) in i
synaptiska vesiklar dir koncentration av ACh dr 100 ganger hogre dn i cytoplasman (Usdin et
al. 1995). Nedbrytningen av ACh gors av kolinesteras (ChE). Det finns tva former av
enzymet; actylkolinesteras (AChE) och butyrylkolinsteras (BuChE), dopta efter sina
foredragna substrat. Butyrylkolin férekommer inte naturligt utan administreras endast for att
urskilja enzymen. Bade enzymen hydrolyserar ACh till produkterna kolin och etansyra och
finns bade i och utanfor synapser men har skilda funktioner beroende pa deras olika affinitet
for ACh. AChE hydrolyserar ACh mycket fortare &n BuAChE. ACh styr tva typer av
receptorer; muskarinreceptorer (mAChR) samt nikotinreceptorer (nAChR), dopta efter sina
specifika agonister (Hall ez al. 1993).



nAChR ir transmembrana pentameriska glykoprotein som &r permeabla for Na* och K. Det
finns sexton subenheter som bygger nAChR hos didggdjur; al, a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9,
al0, 1, B2, B3, 4, 0, Y och €. nAChR i neuromuskuldra synapser dr uppbyggda uteslutande
aval,pl,d, Y och € i tva mojliga kombinationer; al, f1,0, Y samt al, 1, d och € bada i
forhallandet 2:1:1:1. I CNS bestidr nAChR av en kombination av a2, a3, a4, o5, a6, o7, a9,
al0, 32, B3, p4. Nagra exempel pa vanligt forekommande kombinationer i CNS &r 304 232,
204 332 och 507. Man gor ytterligare en distinktion mellan nAChR beroende pa deras
kinslighet for a-BTX: al, a7, a8, och a9 dr a-BTX kinsliga medan a2 och a6 dr a-BTX
okinslig (Kawashima & Fujii 2000). Beroende pa subenhetskombinationen dr dessa
jonkanaler frimst permeabla for Na*, K* och vissa for Ca* (frimst o7-receptorn) (Miwa et al.
2011).

mACHhR &r metabotropsika G-protein kopplade receptorer och finns i fem subtyper; M,, M,,
M;, M, och M; (Eglen et al. 1999). M1, M3 och M5 ér G -metabotropsika receptorer som via
fosfolipas C styr intracellulirt Ca**-koncentrationen medan M2 och M4 ir G,-metabotropsika
receptorer som via adenylcyklas reducerar intracellulira cAMP-koncentrationer (Hulme et al.
1990). Aktivering av bada mAChR och nAChR resulterar vanligtvis i en depolarisering av
postsynaptiska nerven. Bada receptorgrupper uttrycks i andra viavnader déribland immunceller
(Kawashima & Fujii 2000).

ACh-signalsystemskomponenter i T-celler

Lymfocyter har visats uttrycka samtliga komponenter i ACh metabolismen, d.v.s. AChE,
ChAT samt ACh sjalvt (Kawashima & Fujii 2000). Man har dven funnit att T-celler
producerar storre delen av blodets ACh (Fujii et al. 1996, Kawashima et al. 1998). Forsok dir
man administrerat mitogener eller andra T-cells aktiverade substanser till T-cellkulturer
samtidigt som man matt uttrycket av ACh, ChAT, AChE samt AChR har visat att ACh
paverkar T-cells aktivering. Genom att stimulera humana T-celler med PHA visade man att
ACh samt ChAT uttryck hojdes (Fujii et al. 1996). Forsok ddr man inkuberat T-celler i
nirvaro av PHA visade att genuttrycket av mAChRMS samt AChE hojdes (Fujii et al. 2003,
Paldi-Haris et al. 1990). Vid tillsatts av MEK 1-antagonisten PD98059 himmades MARK
kaskaden och ddrmed ocksa okningen vilket forstiarker teorin att PHA Okar uttrycket av
mAChRMS och AChE via MARK kaskaden. Liknande forsok har visat att andra mekanismer
ocksa reglerar ACh metabola komponenter hos T-celler som adenylcyklas (Fujii et al. 2007).
ACh syntesen via ChAT i leukocyter okar vid T-cellsaktivering (Fujii ef al. 1996). For att
forsoka belysa var ACh forvaras i T-celler har forsok gjorts for att visa om VAChT mRNA
uttrycks. Man har dock inte funnit att VIAAT mRNA uttryckts vilket tyder pa att ACh inte
forvaras i synapsliknande vesiklar utan skapas vid behov och finns fritt i cytosolen.
Alternativt, forvarar T-celler ACh med andra forvaringssystem (Kawashima et al. 1998).
Faktumet att T-cellers utsondring av ACh och AChE bestimmer den extracelluldra ACh-
koncentrationen samt att T-cellers intracellulira ChAT-koncentration 6kar som paféljd av T-
cell aktivering indikerar att ACh spelar en vital roll i T-cellers interaktioner med APC och
immunomodulering.
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nAChR aktivering har visats inducera olika respons hos T-celler beroende pa jonkonalens
subenhetskomposition. nAChR har visats 6ka intracellulir Ca**-koncentrationen i T-celler
genom att frimja inflode av extracellulirt Ca®*. Detta inhiberades av a-BTX vilket tyder pa att
nAChR som styr detta inkluderar nagon av al, a7, a8, a9 subenheterna (Sato et al. 1999,
Fujii & Kawashima 1999). Studier pa humana T-celler har demonstrerat att aktivering av o7
nAChR forminskar utsondring av cytokiner ifran T, 1 (TNF-a, IFN-c, IL-2) och T, 17 (IL-17,
IL-21 and IL-22) T, -celler samt 6kar utséndring av T, 2 cytokiner (Nizri et al. 2008, Nizri et
al.2009, Nizri & Brenner 2011). Forsok pd T, T, samt T, har visat att a7 nAChR péverkar
alla subtyper av T-celler och modulerar deras proliferation, aktivering, cytokinutséndring och
funktion (Nizri & Brenner 2011). Forsok pa humana tymocyter visade att nAChR
subenheterna al, a3, aS och 4 uttrycktes (Mihovilovic & Roses 1991, Mihovilovic & Roses
1993, Wakkach et al. 1996). Studier pa T-celler i humant blod indikerade att subenheterna a2,
a3, a5, a6, a7 och B4 uttrycks samt att al, a4, 1, B2, B3 och ¢ inte uttrycks av T-celler
(Sato et al. 1999). Skillnaden mellan férsoken pa tymocyter och blod T-celler tyder pa en
regulatorisk roll for nAChR i T-cellutvecklingen. Forsok visar att inga aktiverade T-celler
uttryckte al, B1 eller € samt att aktiverade CD4" celler uttrycker a4, a5, al0 och p4
(Gladkevich et al. 20006).

mAChHR har visats spela en roll i CD8" cellers aktivering genom att 6ka intracellulart cGMP
(Katz et al. 1982). Detta visades farmakologiskt genom att forst modulera CD8" cellernas
aktivitet med den icke specifika nAChR/ mAChR agonisten karbakol (CarCH) och sedan
blockera dess effekt med atropin, en mAChR specifik antagonist (Katz et al. 1982). Det har
dven visats att mAChR-aktivering 0kar transkriptionen av gener for de
inflammationsbefrimjande proteinen c-fos och iNOS (Kawashima & Fujii 2000). Humana T-
celler uttrycker mAChR-subtyperna M3, M4, och M5 (Hellstrom-Lindahl & Nordberg 1996).
Senare visades det att alla subgrupper uttrycks av humana T-celler men med viss variation.
Alla celler uttryckte M4 och M5 men uttrycket av M1, M2 och M3 varierade (Sato et al.
1999). Aktivering av Gg-mAChR (subtyperna M1, M3 och M5) 6kar den intracellulira Ca**-
koncentrationen via IP3 styrda cellulira Ca** forvar. Detta kan leda till bide hyperpolarisering
och depolarisering av T-cellerna (Fujii et al. 2008). G;i-mAChR M1 och/ eller M5 har i
jamforande studier pa muterade samt vildtypsmdss visats reglera T-cellers uttryck av
cytokiner (Fujii et al. 2007, Kaneda et al. 1993). Flera forsok krévs for att belysa alla
mAChR-funktioner. Tabell 3 visar uttrycket av olika komponenter i T-cellers ACh-system
och Figur 3 visar skillnaderna mellan mAChR och nAChR.
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Tabell 3: Uttryck och funktion av ACh signalsystem komponenter hos T-celler.

Art (Cell typ) ACh komponent Funktion
Homo sapiens ACh* TProliferation
Homo sapiens AChE* TProliferation
Homo sapiens ChAT# TProliferation
Homo sapiens mAChR® € TcGMPB, Tc-fos & TiNOS
—inflammation®
Homo sapiens mAChR: M15F, M3 P EF M5P-E-F T[IP3],~>T[Ca*]F
Homo sapiens mAChR: M4, M5E ND
Mus mAChR: M1 & eller M5 " I1Cytokiner
Homo sapiens nAChR: a7V %P LTh1, {Th17 och TTh2N-©-?,

UTProliferation, ! T Aktivering, {T Cytokin
utséndring och |1 Funktion”

Homo sapiens nAChR: al, a3, a5, 4 mRNA"<E ND
(Tymocyt)
Homo sapiens nAChR: a2, a3, a5, a6, a7, p4' mRNAF  ND
Homo sapiens nAChR: a4, a5, al0, p4 mRNAM ND
(Aktiverade)

Referenser: A, Kawashima & Fujii 2000; B, Katz et al. 1982; C, Kawashima & Fujii 2000; D, Hellstrom-
Lindahl & Nordberg 1996; E, Sato ef al. 1999; F, Fujii et al. 2008; G, Fujii et al. 2007; H, Kaneda ef al.
1993; 1, Fujii & Kawashima 1999; J, Mihovilovic & Roses 1991; K, Mihovilovic & Roses 1993; L, Wakkach
et al. 1996; M, Gladkevich et al. 2006; N, Nizri et al. 2008; O, Nizri et al. 2009; P, Nizri & Brenner 2011.

Ligandstyrda Metabotropa
Jonkanaler receptorer
GABA,: |[Ca*"];, | Proliferation GABAj: Undetermined Engelska kvar!
iGluR: | t[Ca*];, | 1Proliferation, }[ROS];, 1K,1.3, mGluR: |1[Ca*];, | Proliferation, | {[cAMP];,
1TAdhesion, | Tkemotaxi 1K,1.3, |Cytokines, T[IP3];
nAChR: |1[Ca*];, | 1Proliferation, | 1Cytokines mAChR: 1[Ca**];, 1Proliferation, 1[cAMP];,

11Cytokines, T Inflammation

Figur 3: En sammanfattning av de ligandstyrda jonkanal och metabotropa receptorernas
funktion i T-celler.
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GABA, Glutamat, ACh och sjukdomar

Eftersom T-celler uttrycker manga av de ovanndmnda nervtransmittorernas signalsubstanser
dar det naturligt att undersoka om relationen medfor implikationer for autoimmuna sjukdomar
som multipel skleros (MS) och typ-1-diabetes dér T-celler uppvisar autoimmunitet. MS &r en
autoimmunsjukdom dér T-celler attackerar CNS myelinskidor (Hemmer ez al. 2002, Merrill
& Benveniste 1996, Smith et al. 2000, Pitt et al. 2000). Forskare har anvint sig av EAE-cell
linjen som en MS modell pa forsoksdjur for att analysera sjukdomen. Laminin spelar en vital
roll i T-cellers anslutning till de drabbade myelin skidorna i MS (Sixt et al. 2001). Forsok pa
EAE cell-linjer dir det uppticktes att iGluR3 medierar T-cellers anslutning till laminin och
fibronektin samt dess inverkan pa kemotaxi mot cytokinen CXCL12/SDF-1 indikerar att
AMPA -receptorsubtypen medverkar i de forlopp som leder till MS (Ganor et al. 2003).
Interaktionen mellan autoimmuna T-celler och glutamat kan leda till att T-celler binder till
laminin och dérefter demyelinerar axoner samt att de delar av CNS som uttrycker
CXCL12/SDF-1 kan drabbas héardast. Detta har dven visats hos minniskor (Sarchielli ef al.
2007). Forsok pa EAE cell-linjer (hos bade mdss och rattor) ddr man applicerat AMPA
antagonisten NBQX har visat minskning av MS-symptom (Pitt et al. 2000, Smith ez al. 2000).
NBQX inhiberar nerver samt glia AMPA-receptorer och dirmed forminskar nervaktivitet. Det
forminskar dock dven demyelinering av axoner vilket tyder pa att NBQX hdammar T-celler
fran att ansluta till basalalaminat och ddrmed ddmpar deras skadliga effekt (Ganor et al. 2003,
Sarchielli et al. 2007). Sarchielli (2007) visade dven att MS patienters T-celler migrerar i
storre man dn kontrollgruppen till kemokininerna CXCL12/SDF-1, RANTES och MIP-1a.
RANTES och MIP-1a har visats vara mycket viktiga for T-cellers migration i MS (Boven et
al. 2000, Jalonen et al. 2002, Zang et al. 2000). Till skillnad fran glutamat, som av allt att
doma har en accelererande effekt pA MS, har GABA visats minska eller dven forhindra
utvecklingen av MS (Bhat et al. 2010). Forsok har dven indikerat att GABA hdmmar
utvecklingen av typ-1-diabetes genom att inhibera de autoimmuna T-cellerna i
bukspottskorteln (Tian ef al. 2004). Andra sjukdomar som reumatoid artrit och psoriasis ser ut
att paverkas delvis till GABA (Kelley ef al. 2008, Tian et al. 2011, Nigam et al. 2010), dock
maste flera forsok goras som belyser GABAS roll i dessa sjukdomar. Forsok pa amyotrofisk
lateral skleros (ALS) patienter har visat att mGluR2 mRNA nedregleras i T-celler hos ALS
patienter jimfort med kontrollgruppen. Detta kan anvidndas som en markor for att upptéicka
sjukdomen tidigt, man kidnner dock inte till de fysiologiska effekterna som detta medfor
(Poulopoulou et al. 2005a). Aven ACh har visats inverkar pi sjukdomar diribland Alzheimers
och MS. I forsok diar man undersokte AChE-inhibitorers effekt pa Alzheimerspatienter
avslojades det att den 6kade koncentrationen av ACh 6kade T-cellers angripande av amyloid
plackar, en av de fysiologiska faktorerna som leder till nervcelldod i Alzheimers (Nizri et al.
2006, Nizri et al. 2008, Nizri & Brenner 2011). Behandling med AChE-inhibitorer har dven
visats hoja MS patienters kognitiva formagor (Nizri & Brenner 2011). EAE mdss som utsatts
for nikotin har visat nedtonade symptom vilket tyder pa att ACh har en antiinflammatorisk
inverkan 1 MS (Nizri & Brenner 2011).
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Slutsatser

Sammantaget dr de mycket patagligt att alla tre hdri nimnda nervtransmittorer spelar en vital
roll i regleringen av T-celler samt att nervtransmittorernas och T-cellers relation har
konsekvenser for manga sjukdomar. De fa forsok som genomforts inom forskningsfiltet
nevroimmunologi har néstintill enhélligt talat for att GABA, glutamat och ACh paverkar
proliferation, aktivering samt mognad av T-celler. Med framtidens 6kade kunskapsbas &r det
rimligt att formoda att agonister och antagonister for specifika receptorer och
receptorsubtyper kommer att upptickas. Detta kompletterat av farmakologiska framsteg som
hojer var formaga att manipulera dessa nervtransmitorers anabolism, katabolism och transport
i savil CNS som perifer vivnad kommer att ge oss nya revolutionerande verktyg for att lindra
eller bota symptom fran nagra av dagens mest utbredda sjukdomar.
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