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Sammendrag

Bakgrunn. Forfatterne har forsket pa
membrantransport av glutamat og
glutamin i sentralnervesystemet. | mote
med klinikere ved norske sykehus fant
vi at det var interesse for en kort over-
siktsartikkel over emnet som bakgrunn
for & forsta deler av patofysiologien ved
iskemisk hjerneslag og dermed lettere
kunne ta stilling til nye behandlingsalter-
nativer.

Resultater og fortolkning. Aminosyren
glutamat er den viktigste eksitatoriske
nevrotransmitteren i sentralnervesyste-
met. Etter stimulering av de post-
synaptiske glutamatreseptorene ma
glutamat fjernes raskt fra den synap-
tiske spalten. Mens flere andre nevro-
transmittere tas opp direkte i den pre-
synaptiske terminalen, tas glutamat

i hovedsak opp i neerliggende gliaceller.
Deretter ma glutamat krysse ekstra-
cellulzerrommet i en form som ikke
stimulerer glutamatreseptorene. Pro-
blemet kan lgses med en glutamat-
glutamin-syklus der glutamat tas opp

i gliaceller og amideres til glutamin som
fraktes tilbake til nerveterminalene og
omdannes til glutamat. Denne syklusen
er imidlertid avhengig av energikre-
vende enzymer og membrantransport-
proteiner, og dermed sveert sarbar

ved anoksi og iskemi.
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Nar et aksjonspotensial nér frem til en gluta-
materg nerveterminal, apnes spennings-
avhengige Ca?*-kanaler. Ca®"-innstremning
gjennom kanalene forer til at presynaptiske
vesikler smelter sammen med plasmamem-
branen og frigjer nevrotransmitter til den
synaptiske spalten. Glutamat binder seg spe-
sifikt til pre- og postsynaptiske glutamatre-
septorer som klassifiseres i to familier: iono-
trope og metabotrope glutamatreseptorer.
Tre typer ionotrope glutamatreseptorer er
blitt beskrevet og navngitt etter agonisten
som stimulerer reseptoren: NMDA (N-me-
tyl-D-aspartat)-reseptorer, AMPA (amino-3-
hydroksy-5-metyl-4-isoksazol ~ propionat)-
reseptorer og kainatreseptorer. Disse resep-
torene er pentamere proteinkomplekser som
danner ionekanaler. Nar en agonist binder
seg, apnes kanalene slik at kationer kan
stromme inn. Ved innstremning av kationer
idet postsynaptiske nevronet genereres et
eksitatorisk postsynaptisk potensial som
kan generere et aksjonspotensial hvis ampli-
tuden er stor nok (1). Metabotrope reseptorer
er koblet til G-proteiner og virker langsomt
fordi den intracelluleere signaloverferingen
er tidkrevende. De metabotrope glutamat-
reseptorene er lokalisert i plasmamembranen
til postsynaptiske dendritter og presyn-
aptiske nerveterminaler. I de sistnevnte
kan glutamat via binding til reseptorene
regulere frisetting av glutamat fra synaptiske
vesikler.

Glutamat mé fjernes raskt fra den synap-
tiske spalten, bade for & oppna et godt sig-
nal-stey-forhold og fordi hey konsentrasjon
av glutamat i den synaptiske spalten over tid
kan skade det postsynaptiske nevronet ved
overstimulering, ogsd kalt eksitotoksisitet.
Rask fjerning av glutamat kan ogsa hindre at
glutamat skaper krysskommunikasjon ved &
diffundere til nabosynapser og stimulere
glutamatreseptorer der. Glutamat kan i teo-
rien folge mange ruter:

— Opptak via presynaptiske transporterer
(det er holdepunkter for at det skjer pre-
synaptisk opptak, men den kvantitative
betydningen av dette er ukjent og de
ansvarlige transporterene er ikke blitt
identifisert)

— Opptak via postsynaptiske transporterer
og videre metabolisering i nevronet

— Opptak via glutamattransporterer i glia-
cellenes plasmamembran etterfulgt av ok-
sidering til o—ketoglutarat via glutamat
dehydrogenase, alternativt via aspartat
aminotransferase, eller amidering til glu-
tamin

I det folgende omtales kun glutamats skjeb-
ne etter opptak i gliaceller med hovedvekt pa
omdanning til glutamin. Ettersom glutamin
ikke er en nevrotransmitter, kan denne ami-
nosyren trygt frisettes fra gliaceller, krysse
det ekstracelluleere rom og tas opp av de pre-
synaptiske nerveterminalene der glutamin
kan omdannes til glutamat, som sa akkumu-
leres i presynaptiske vesikler.

Glutamat-glutamin-syklus
Gjenvinning av glutamat er viktig ettersom
nevroner, i motsetning til astroglia, ikke ut-
trykker pyruvat karboksylase og dermed
ikke kan nysyntetisere glutamat fra metabo-
litter i Krebs’ syklus uten at det medferer
netto tap av disse metabolittene (fig 1).
Forste trinn i gjenvinningen av glutamat er
opptak i astroglia mediert av glutamattran-
sportorene EAAT (excitatory amino acid
transporter) 1 og 2 (fig 1). Opptaket skjer
mot glutamats konsentrasjonsgradient, det
er energikrevende og drives i hovedsak
av natriumgradienten (2, 3). I astrocyttene
omdannes glutamat til glutamin av glutamin
syntetase som kun finnes i gliaceller. I reak-
sjonen forbrukes 1 mol ATP per mol gluta-
min som dannes. Glutamin kan frigjeres fra
astroglia til ekstracelluleerrommet via den
gliale glutamintransporteren SN1 (system
N1). Deretter kan glutamin tas opp i det
presynaptiske nevronet via den nevronale
glutamintransporteren SAT1 (system A
transporter) og omdannes tilbake til gluta-
mat av fosfataktivert glutaminase (4-5).
Endelig akkumuleres glutamat i presynap-
tiske vesikler via de vesikulere glutamat-
transportorene  VGLUT (vesicular gluta-
mate transporter) 1, 2 eller 3 (6—10) og er
Kklar til ny frisetting.

Hovedbudskap

Etter frisetting gjenvinnes nevrotrans-
mitteren glutamat via glutamat-gluta-
min-syklus som omfatter nevroner

og gliaceller

Proteiner i nevroner og gliaceller bidrar
til regulering av den ekstracellulere
glutamatkonsentrasjonen

Iskemi forstyrrer glutamathomgosta-
sen med pafglgende nevrotoksisk
ekning i ekstracellulzer glutamatkon-
sentrasjon

1479



MEDISIN OG VITENSKAP Oversiktsartikkel

Figur 1
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Nevrotransmitteren glutamats skjebne. mGIuR: metabotrop glutamatreseptor. AMPA: AMPA-
reseptor. NMDA: NMDA-reseptor. GS: Glutamin syntetase GDH: Glutamat dehydrogenase.
AAT: Aspartat aminotransferase. PC: Pyruvat karboksylase. Merk at gliaceller har pyruvat karb-
oksylase og dermed kan fylle pa med metabolitter til Krebs’ syklus, mens det ikke er slik i nev-
ronene. G6P: Glukose-6-fosfat. PAG: Fosfataktivert glutaminase. VGLUT: Vesikuleer glutamat-
transporter. MCT: Monokarboksylattransporter. EAAT: Eksitatorisk aminosyretransporter. SN:
System N-transporter. SAT: System A-transportor

Aminosyretransportorer

De gliale glutamattransportgrene
EAAT1 0g 2

Hittil er fem Na'-avhengige eksitatoriske
aminosyretransporterer klonet: EAATI, 2,
3,4 og 5 (2). Stekiometrien er bestemt for
EAAT3 (11) og EAAT?2 (12) som presentert
i figuren. Glutamat med en netto negativ lad-
ning kotransporteres med 3 Na* (hoveddriv-
kraft) og en H*. For at transporteren skal
vende tilbake til utgangskonformasjonen,
bindes en K* intracellulert og slippes los
ekstracellulaert (2). EAAT1 og 2 finnes i hele
hjernen og er lokalisert i astrocyttiske plas-
mamembraner som omgir synapser (13).
Glutamatopptak mediert av EAAT1 og 2 er
et nekkeltrinn i glutamat-glutamin-syklus.

SN1 - en glial system

N glutamintransportgr

System N-glutamintransporteren SN1 kan
transportere histidin, glutamin, asparagin og
alanin. Den ble klonet fra rotte (14). I normal
voksen rottehjerne uttrykkes SN1 utelukkende
i astroglia, inkludert astrogliautlopere som
omgir synapser (14, 15). Transport av substrat
inn i cellen via SN1 forer til gkning i intracel-
lulzer pH og prosessen kan reverseres ved a
fiermne substrat fra det ekstracellulere mediet.
Disse observasjonene indikerer for det forste
at det skjer en mottransport av protoner (H*
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byttes mot Na* og glutamin) og for det andre
at SN1 kan transportere substrat bade inn i og
ut av cellen avhengig av substratkonsentrasjon
(14). Dessuten har SN1 en frikoblet protonka-
nal som motvirker at kotransporten av proton
forer til oppbygging av en protongradient
(3, 15). Glutamintransporten reverseres like
over normal ekstracelluleer glutaminkonsen-
trasjon (16). Dermed bestemmes transportret-
ningen av sma variasjoner i intra- eller ekstra-
celluleer glutaminkonsentrasjon. Resultatet er
at SN1 medierer glialt opptak av glutamin nar
det ikke er synaptisk aktivitet. Derimot, etter
glutamatfrigjering fra nerveterminaler, forer
glutamatopptak og glutamin syntetaseaktivi-
tet til en sé hoy intracelluler glutaminkonsen-
trasjon at SN1 medierer frigjoring av glutamin
til ekstracelluleerrommet (4).

SAT1 - nevronal system
A-glutamintransportgr

System A-proteiner kan ikke transportere H*
i bytte mot Na* og glutamin. De er elektro-
gene og bruker Na*-gradienten (1 Na* ko-
transporteres per aminosyre) og membranpo-
tensialet til & akkumulere glutamin mot en
konsentrasjonsgradient (4). SATI1-mediert
opptak reverseres ikke ved hvilemembranpo-
tensialet. I voksen rottehjerne viser in situ-
hybridisering at SAT1-mRNA er lokalisert i
nevroner, men ikke i glia. I cellekultur viser

immunofluorescens at SAT1 hovedsakelig er
lokalisert i terminaler (17). SAT1 er derfor en
god kandidat for & ta opp glutamin som er fri-
gjort til ekstracelluleerrommet av SN1 (fig 1).

De vesikulaere glutamattransportgrene
VGLUT1/BNPI, VGLUT2/DNPI

og VGLUT3

Drivkraften for glutamatopptak i synaptiske
vesikler er en elektrokjemisk H-gradient
generert av en Mg?"-avhengig vakuolaer
ATPase som oppkonsentrerer H* i presynap-
tiske vesikler (18). Jakten pd de vesikulere
glutamattransporterene var lang: Forst ble
en fosfattransporter isolert fra hjernevev
(19) og kalt BNPI (brain specific Na*-de-
pendent P, transporter). Den viste seg & vere
lokalisert i presynaptiske glutamaterge ve-
sikler, og seks ér senere ble det vist at BNPI
kunne transportere glutamat (20). Proteinet
ble derfor omdept til VGLUT1 (6). Like et-
ter ble en fosfattransporter med 82 % homo-
logi klonet og kalt DNPI (differentiation as-
sociated Na*-dependent P; transporter) (21).
Det ble demonstrert at ogsd dette proteinet
kunne transportere glutamat og utelukkende
var uttrykt i glutamaterge presynaptiske ve-
sikler. Navnet ble derfor endret til VGLUT2
(7). VGLUT1 og VGLUT?2 finnes i hoved-
sak 1 komplementere nevronpopulasjoner
(7, 22-24). 1T noen regioner der bade
VGLUT1 og VGLUT? er uttrykt, kan de ut-
trykkes hver for seg eller i samme nevron
(24). VGLUT?2 finnes fortrinnsvis i synapser
med hey sannsynlighet for frigjering, mens
VGLUT]1 er assosiert med lav sannsynlighet
for frigjering (7, 24). En tredje vesikulaer
glutamattransporter, VGLUT3, er klonet
(25, 8—10). VGLUTS3 er uttrykt i nevroner
spredt i ulike deler av hjernen, ikke bare i
glutamaterge synapser, men ogsd i GABA-
erge, kolinerge og monoaminerge, noe som
apner for at ulike nevrotransmittere kan fri-
settes 1 samme synapse (8, 9, 24). Dessuten
ser det ut til at VGLUT3 er lokalisert i
dendritter, i overensstemmelse med at det er
observert retrograd synaptisk signaloverfo-
ring (26). Endelig er det detektert lave nivéer
av VGLUT3 immunreaktivitet i astrogliaut-
lopere naer synapser (9, 24). En slik lokalise-
ring kan umiddelbart virke sldende, men
ettersom Ca?'-avhengig glial frisetting av
glutamat er beskrevet (27, 28) kan VGLUT3
tenkes & vare involvert i denne nye typen av
glutamatmediert signaloverfering. Det er
nylig vist at astroglia ogsd har VGLUT1 og/
eller VGLUT?2 i vesikler som likner synap-
tiske vesikler (SLMV, synaptic-like micro-
vesicles) og kan frisette glutamat ved ekso-
cytose (29).

Patofysiologiske aspekter

Gjenvinning av glutamat for ny frisetting til
den synaptiske spalten skjer delvis via gluta-
mat-glutamin-syklus som involverer en rek-
ke til dels energikrevende enzymer og mem-
brantransporterproteiner, bade i astroglia og
i nevroner. Det er ikke klarlagt hvor stor an-
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del av frisatt glutamat som gjenvinnes via
glutamat-glutamin-syklus: Mens dette ser ut
til & veere den dominerende omsetningsveien
i retina (30, 31), er situasjonen mer uklar i
andre deler av sentralnervesystemet. Iskemi
vil i teorien pavirke flere energikrevende
trinn i glutamat-glutamin-syklus: Mangel pa
ATP vil hemme omdanning av glutamat til
glutamin ved enzymet glutamin syntetase
(fig 1) slik at konsentrasjonen av glutamat i
astroglia eker. Dette pavirker i sin tur gluta-
matopptaket via de gliale glutamattranspor-
torene som mé pumpe glutamat inn i cellen
mot en heyere konsentrasjonsgradient. Sam-
tidig forer iskemi til en depolarisering av
cellen fordi den energikrevende Na'/K*-
ATPasen ikke kan opprettholde iongradien-
tene. Resultatet kan bli at glutamattranspor-
torene pumper glutamat ut i synapsen slik at
de bidrar til eksitotoksisitet istedenfor &
motvirke den. Beregninger basert pa stokio-
metrien til EAAT?2 viser at den ekstracellu-
leere glutamatkonsentrasjon er ca. 2 nmol/l
ved normalfysiologiske forhold og over 60
pumol/1 ved iskemi (12). Teoretisk sett kunne
det veere en fordel & blokkere glutamattrans-
porterene under iskemi, men egnede hem-
mere finnes ikke, og det er praktisk vanske-
lig & tilfore slike hemmere nar det ikke er
blodsirkulasjon i det iskemiske omradet. I
ytterkantene av et hjerneinfarkt er det som
kjent en randsone som delvis mottar blod-
forsyning fra andre arterier. I randsonen kan
man tenke seg en terapeutisk gevinst av a
tilfore hemmere av glutamattransporterer
eller 4 holde metabolismen pé et lavere niva
(f.eks. senke kroppstemperaturen og reduse-
re forheyet blodsukkernivd) i forlepet av
cerebral iskemi for & redusere utbredelsen av
infarktet.

Vi takker Jon Storm-Mathisen for gjennomles-
ning og gode rad. Arbeidet var stottet av Norges
forskningsrad og EU (QLG3-CT-2001-02004,
DECG) - JLB.
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