MED RAZ6L 2013; 52: 255~70 | PREGLEDNI CLANEK

Lovro Ziberna', Damijana Mojca Juri?

Histaminski receptor tipa 3 - od gena
do terapevtske tarce

Histamine Receptor Type 3 - from Gene to Drug Target

1ZVLECEK
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Histaminski receptor tipa 3 je odkril Schwartz s sodelavci leta 1983, vendar so njegov genski
zapis klonirali Sele leta 1999. IzraZzanje histaminskega receptorja tipa 3 je v veliki meri ome-
jeno na osrednje ZivCevje. Za receptorje je znacilna velika stopnja molekularne in funkcijske
heterogenosti, kar je posledica razlik v transkripcijskih in posttranskripcijskih obdelavah mole-
kule. Svojevrstna znacilnost je tudi konstitutivna aktivnost v razmerah in vivo in pestrost zno-
trajceli¢nih signalnih poti, ki preko regulatornih proteinov Go, , vkljucujejo adenilat ciklazo,
fosfolipazo A,, z mitogenom aktivirano protein kinazo in signalno pot Akt/glikogen-sintaza-ki-
naza 3. Omenjene signalne poti so pomembne pri signaliziranju na ravni nevroplasti¢nosti
v osrednjem Zivéevju, zato je razvoj zdravilnih uéinkovin, ki delujejo na histaminske recep-
torje tipa 3, trenutno osrednjega pomena na podrocju histamina v farmacevtski industriji.
Histaminski receptor tipa 3 deluje kot inhibitorni avtoreceptor ali heteroreceptor. Aktivaci-
ja avtoreceptorjev na histaminergi¢nih nevronih pomeni zavrtje proZenja celi¢nih signalov,
zaviranje izgradnje histamina in njegovega spros$canja. Kot predsinapti¢ni heteroreceptor na
ostalih nevronskih populacijah nadzira sproscanje Stevilnih Zivénih prenasalcev, kot so bioge-
ni amini, acetilholin, glutamat in y-aminomaslena kislina. Delovanje histaminskega receptor-
ja tipa 3 je vpleteno v kognitivne procese, obnasanje, uravnavanje budnosti in spanja, lokomocijo,
uravnavanje apetita ter prenos bolec¢inskih drazljajev.

ABSTRACT
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Histamine receptor type 3 was discovered in 1983 by Schwartz and coworkers and cloned in
1999. The expression of histamine receptor type 3 is largely confined to the central nervous
system, where differential transcriptional and posttranscriptional processing lead to a high
degree of molecular and functional heterogeneity. Histamine receptor type 3 has unique pro-
perties including constitutive activity in vivo and the recruitment of plasticity-related signal
transduction pathways, including Go, -proteins, adenylyl cyclase, phospholipase A,, mito-
gen-activated protein kinase and Akt/glycogen synthase kinase 3 signalling. These make the
histamine receptor type 3 the most prominent target for histaminergic drug development.
Histamine receptor type 3 can function both as an autoreceptor and as a heteroreceptor. As
an autoreceptor on histaminergic neurons, histamine receptor type 3 activation inhibits cell
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firing, histamine synthesis and release. As a presynaptic heteroreceptors on other neurons,
histamine receptors type 3 abundantly control the outflow of various neurotransmitters, inclu-
ding biogenic amines, acetylcholine, glutamate and y-amino butyric acid. The histamine recep-
tor type 3 functioning is associated with cognition, behaviour, wakefulness and sleep
regulation, locomotion, appetite regulation and pain perception.

uvobD

Histamin (2-(1H-imidazol-4-il)etanamin)
je pomemben biogeni amin, ki kot lokalni
hormon, Ziv¢ni prenasalec in/ali nevromo-
dulator uravnava $tevilne fizioloske in pato-
fizioloske procese v organizmu. Nastaja z de-
karboksilacijo aminokisline L-histidin, ki jo
katalitsko uravnava histidin dekarboksilaza,
razgrajuje pa se preko oksidativne deamina-
cije, ki jo katalizira diaminooksidaza in pre-
ko metilacije s histamin-N-metiltransferazo.
Histamin posreduje svoje ucinke preko akti-
vacije histaminskih receptorjev. Na osnovi
preucevanja genskega zapisa, znotrajcelicnih
signalnih poti in edinstvenih farmakolo$-
kih lastnosti so bili do sedaj prepoznani Stir-
je podtipi histaminskih receptorjev, ki so po-
imenovani tip 1 (H,R), tip 2 (H,R), tip 3 (H,R)
in tip 4 (H,R), ki jih uvrd¢amo v razred re-
ceptorjev, sklopljenih z regulatornimi protei-
niG (1, 2).

Histaminski sistem je Ze od prvih Studij
v zacetku prejs$njega stoletja, ki jih je opra-
vil pionir sodobne farmakologije in Nobelov
nagrajenec Sir Henry Hallett Dale, pomemb-
na tarca za razvoj zdravilnih uéinkovin (3, 4).
Odkritje prvih antihistaminikov (antagoni-
stov H,R) leta 1936 je povzrocilo pravi razcvet
raziskav na podrodju histamina (5). Te so
omogocile natanéen vpogled v vlogo in nacin
delovanja histamina v organizmu in prived-
le do odkritja visoko selektivnih antagonistov
H,Rin H,R (antihistaminikov), pomembnih
zdravilnih u¢inkovin, ki danes lajsajo alergij-
ske reakcije in simptome Zelod¢ne razjede
milijonom ljudi po svetu. Izjemnost odkritij
histaminskih raziskav potrjujeta tudi Nobe-
lovi nagradi, ki sta ju prejela dr. Daniel Bovet
leta 1957 in Sir James Black leta 1988.

V zadnjih dveh desetletjih se je zanima-
nje Stevilnih raziskovalcev in histaminergic-
ne farmacevtske industrije usmerilo v poten-
cialno terapevtsko vlogo mediatorjev novejsih
dveh histaminskih receptorjev, H,R in H,R.
H,R je poglavitni dejavnik pri uravnavanju
fizioloskih ucinkov histaminergi¢nega sig-
naliziranja v osrednjem Zivéevju, pomembno
pa vpliva tudi na aktivnost drugih Zivénih pre-
nasalcev. Zadnje raziskave potrjujejo poten-
cialno terapevtsko uporabo ligandov H,R za
zdravljenje razli¢nih nevrodegenerativnih
stanj in motenj spanja. Vloga nedavno odkri-
tega H,R e ni dokon¢no pojasnjena, predkli-
nic¢ne Studije pa nakazujejo udeleZenost pri
vnetnih in imunomodulatornih procesih.

HISTAMINSKI RECEPTOR
TIPA 3

Schwartz s sodelavci je odkril H,R leta 1983,
ko je ugotavljal, da histaminergi¢ne Zivéne
celice uravnavajo svojo aktivnost preko pred-
sinapti¢nega avtoreceptorja tako, da preko
negativne povratne zanke zavirajo proZenje
celi¢nih signalov ter s tem izgradnjo in spros-
&anje histamina v moZganih (slika 1) (6). Stu-
dije porazdelitve receptorja so potrdile, da je
izrazanje H,R v veliki meri omejeno na osred-
nje ZivCevje, kjer je prisoten v ve€ini moZgan-
skih podro¢ij, z najvecjo gostoto v mozganski
skorji, hipokampusu, bazalnih ganglijih in
hipotalamusu (7).

V mozganih vretencarjev se nahajajo tele-
sa histaminergi¢nih Zivénih celic samo v tu-
beromamilarnem jedru posteriornega dela
hipotalamusa, od koder preko ascendentnih
in descendentnih eferentnih poti projecira-
jo Siroko skozi moZgane, tudi v prej omenjena
podrodja. Ta podrodja uravnavajo Stevilne
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Slika 1. Shematski prikaz porazdelitve in delovanja HR na nevronih v sinapsi (16). HA — histamin, H,R — histaminski receptor tipa 1,
H,R— histaminski receptor ipa 2, H,R — histominski receptor fipa 3, R — drugi (nehistaminski) receptorji v osrednjem Zivcevju, NT — Zivchi
prenasalec (nevrotransmitor), NA — noradrenalin, ACh — acefitholin, 5-HT — 5-hidroksitriptamin (serotonin), DA — dopamin, HDC — histidin

dekarboksiloza.

homeostatske fizioloske procese (hipotala-
mus) kot tudi vi§je mozganske funkcije (moz-
ganska skorja in hipokampus) (2). V osred-
njem Zivéevju se H,R izraZa tudi v podrogjih,
ki so povezana z nocicepcijo (specifi¢na podroc¢-
ja v talamusu, dorzalnih koreninskih gangli-
jih in v hrbtenjadi), zato predstavlja potencialno
terapevtsko mesto za uravnavanje bolecinskih
drazljajev (8).

Izrazanje H,R ni omejeno le na histami-
nergi¢ne nevrone, pa¢ pa tudi na nehista-
minergi¢ne populacije Zivenih celic, kjer kot
predsinapti¢ni heteroreceptor uravnava
izgradnjo in spro$c¢anje drugih pomembnih
Zivénih prenaSalcev v mozganih. Pri glo-
davcih in ¢loveku tako aktivacija H,R zavira
spro$canje acetilholina, noradrenalina, dopa-
mina, serotonina, y-aminomaslene kisline
(angl. y-amino butyric acid, GABA), glutama-
ta in nevropeptidov (slika 1) (9-15). Pojavlja
se tudi kot posinapticni receptor na perika-
rionu razli¢nih populacij Zivénih celic, ven-
dar njegova fizioloska vloga na tem mestu Se
ni pojasnjena (7).

Poleg osrednjega Zivcevja se H R izraZa
tudi v perifernih tkivih, predvsem na nevro-
nih perifernega Ziv¢nega tkiva v prebavilih,
dihalnih poteh in sréno-Zilnem sistemu (8).
Stopnja izrazanja v perifernih tkivih je v pri-
merjavi z osrednjim Ziv€evjem nizka, kar pa
je v primeru bodoce uporabe zdravil z delo-
vanjem na ta receptor velika prednost, saj
posledi¢no lahko pri¢akujemo manj perifer-
nih neZelenih ucinkov.

MOLEKULARNA BIOLOGIJA
GENA HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

Genski zapis za H,R je leta 1999 uspesno klo-
niral in natanc¢no dolo¢il Lovenberg s sode-
lavci (17). Izolirana komplementarna DNA
cloveskega H,R (angl. human hystamine re-
ceptor type 3, hH 4R) kodira 445 aminokislin
dolg kisli protein z vsemi lastnostmi proteinov
iz druZine A rodopsinu podobnih, z regulator-
nimi proteini G sklopljenih receptorjev (18).
Glede na stopnjo homologije v aminokislin-
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Slika 2. Razliche izooblike histaminskega receptorja tipa 3 so posledica alternativnega izrezovanja predinformacijske RNA v zapisu za Stir
razlice regije proteina (oznacene a—d) (21). Alternativno izrezovanje v prvi regili (regija a) luhko privede do krajsega N-terminalnega
dela proteina (deleciia aminokislin 7—43), izrezovanje v drugi regiji (regija b) pa povzraci delno deleciio druge transmembranske domene
in prve zunajcelicne zanke (delecija aminokislin 85—98). V regiii ¢ je alternativno izrezovanje najobseZnefse in vodi do razlicno dolge
tretje znofrajcelicne zanke ali do izgradhje histaminskega receptora fipa 3 z odsotnimi transmembranskimi domenami 5, 6 in 7. V regiji d
alternativno izrezovanje vodi do nastanka izooblik z osmimi dodatnimi aminokslinami (446—453) na C-terminalnem delu proteina.

skem zaporedju je hH,R najbolj podoben hH,R
(=60 % homologija na podro¢ju transmem-
branskih domen), mnogo manj pa hH;R in
hH,R (=20% homologija na podrocju tran-
smembranskih domen) (17, 19, 20). To je tudi
razlog za tako pozno dolocitev genskega zapi-
sa receptorja hH,R, saj kloniranje na osnovi
homologij s hH,R in hH,R ni bilo uspesno.
Gen za hH,R se nahaja na kromosomu 20
na lokusu 20q13.133 (HRH3 GenelD: 11255).
Za razliko od genov za hH R in hH,R, ki ju
kodirata eksona brez vmesnih intronov, se
v kodirajoce regije hH,R vrinjajo trije intro-
ni. Posledica take genske strukture je alter-
nativno izrezovanje predinformacijske RNA
(angl. pre-messenger RNA, pre-mRNA) in
s tem izgradnja vec izooblik receptorja. Zna-
nih je preko 20 izooblik hH,R z razli¢no dol-
gimi aminskimi (N-) konci, inkluzijami na
karboksilnem (C-) koncu, z delecijami na
transmembranskih domenah in z razli¢no dol-
go tretjo znotrajcelicno zanko (slika 2) (21).
Izooblike z inkluzijami ali delecijami na tretji

znotrajceli¢ni zanki so deleZne najvecje pozor-
nosti raziskovalcev, saj je ta domena klju¢na
za sklapljanje receptorske molekule z regu-
latornimi proteini G in tudi razlog za razlicne
farmakoloske lastnosti, kot so signalni meha-
nizmi, vezavne afinitete ligandov ali sponta-
na aktivnost. Vse izooblike nimajo izraZene
proteinske G-aktivnosti, vendar se predvide-
va, da sodelujejo pri uravnavanju drugih
funkcionalnih izooblik.

Gen za H,R so do sedaj klonirali tudi pri
razli¢nih Zivalskih vrstah (pri misi, podgani,
morskem prasicku in opici) in pri vseh potr-
dili prisotnost izooblik (22-29). Med recep-
torji obstajajo vrstno specifi¢ne razlike, ki
pomembno vplivajo na molekularne lastno-
sti, in sicer porazdelitev, funkcionalne last-
nosti in farmakologki odziv receptorjev, kar
otezuje raziskovalno delo pri vrednotenju
ucinkovitosti selektivnih ligandov v razmerah
in vivo (30).

Poleg razli¢nih izooblik receptorja so $tu-
dije potrdile tudi genske polimorfizme hH,R.
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Do danes so bili opisani trije polimorfni ale-
li gena (17, 31, 32). Pretvorbo citozina v timi-
din na mestu 839 (C839T) gena za hH,R in
zamenjavo alanina z valinom na aminokislin-
skem mestu 280 (A280V) so odkrili pri bolni-
ku s Shy-Dragerjevim sindromom (idiopatsko
ortostatsko hipotenzijo) — nevrodegenera-
tivno boleznijo osrednjega ZivCevja, za kate-
ro je znacilna tudi napredujoca disfunkcija
avtonomnega Zivéevja (31, 32). Omenjeni
polimorfizem naj bi zaradi mutiranega recep-
torja povzrocil pretirano zaviranje izlocanja
noradrenalina in tako prispeval k etiologiji
omenjenega sindroma (31).

ZNOTRAJCELICNE SIGNALNE
POTI HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

Svojevrstna znacilnost H,R je velika pestrost
znotrajceli¢nih signalnih poti (slika 3) (33).
Pri preucevanju vezave [*S] gvanozin trifos-
fat gama S (angl. [*>S] guanosine triphosphate
gamma S, [*3S]GTPYS) na mozganskih tkivih
podgane so v prisotnosti toksina oslovskega
kaslja ugotovili, da se H,R §klaplja z regula-
tornimi proteini Go,, (34). Studije na rekom-
binantnih in nativnih receptorjih so potrdile,
da H,R preko proteina Go, , inhibira adeni-
lat ciklazo — encim, ki je odgovoren za pre-
tvorbo adenozin-5-trifosfata (angl. adenosi-
ne 5-triphosphate, ATP) v cikli¢ni adenozin-3,
5-monofosfat (angl. 3-5"cyclic adenosine
monophosphate, cCAMP). ZniZanje znotrajce-
licne koncentracije cAMP privede do manjse
aktivnosti protein kinaze A (PKA), ki urav-
nava tako transkripcijo genov preko vezav-
nega proteina za odzivni element za cAMP
(angl. cAMP responsive element binding pro-
tein, CREB), kot tudi aktivnost $tevilnih enci-
mov in receptorjev (35). Preko aktivacije pro-
teinov G, sproZi H,R tudi fosforilacijo z mito-
genom aktivirane protein kinaze (MAP-kina-
ze) in fosfatidilinozitol 3-kinaze (angl. phosp-
hatidylinositol 3-kinase, PI3K), aktivira fosfo-
lipazo A, (angl. phospholipase A,, PLA,), kar
vodi do spro$canja arahidonske kisline, inhi-
bira izmenjevalec Na*/H* in inhibira s K*-in-
duciran prehod kalcijevih ionov v celice (sli-
ka 3) (33).

Inhibicija nivojev cAMP in cAMP/PKA
kaskade ter signalne poti kalcija in od kalmo-

dulina odvisne protein kinaze II predstavlja
glavno signalno pot, preko katere H,R na hista-
minergi¢nih Zivénih koncic¢ih zavira izgrad-
njo in spro¢anje histamina (36-38). Podobni
signalni mehanizmi naj bi bili udeleZeni tudi
pri zaviranju spro$c¢anja drugih Zivénih pre-
nasalcev, ki poteka po aktivaciji heterogene-
ga H,R na nehistaminergic¢nih Zivénih celicah
(39, 40). MAP-kinazna pot uravnava celi¢no
rast, diferenciacijo in preZivetje nevronov,
zato je pomembna pri vzdrZevanju sinapti¢ne
plasti¢nosti in s tem kognitivnih funkcij (npr.
spomin) (41). PI3K aktivira protein kina-
z0 B (znana tudi kot Akt), ki nadalje fosforilira
in s tem inhibira delovanje glikogen-sinta-
ze-kinaze 3P (GSK3p) - poglavitne tau kina-
ze v mozganih (42).

Med embrionalnim razvojem je H,R spe-
cifi¢no izrazen le v dolo¢enih predelih moz-
ganov, zato se predvideva, da je aktivacija Akt
preko teh receptorjev pomembna pri nadzoru
nevronske migracije (43). V odraslem Zivcev-
ju normalna Akt/GSK-3B-kinazna aktivnost
zavira apoptozo nevronov, medtem ko spre-
membe njene aktivnosti spremljajo Alzhei-
merjevo bolezen, nevroloske motnje in shi-
zofrenijo (44-46). V patoloskih stanjih, kot so
ishemic¢ne poskodbe, Alzheimerjeva bolezen
in Parkinsonova bolezen, je bila ugotovljena
tudi pretirana aktivnost PLA, ki poleg ara-
hidonske kisline povzroca sproséanje lipid-
nih mediatorjev, ki proZijo nevronsko apop-
tozo (47).

SPONTANA AKTIVNOST
HISTAMINSKEGA
RECEPTORJA TIPA 3

H kompleksnemu delovanju H,R prispeva
poleg pestrosti znotrajceli¢nih signalnih poti
tudi visoka stopnja spontane (konstitutivne)
aktivnosti, tj. aktivnosti v odsotnosti agoni-
sta (48). H,R je alostericni protein, ki v ravno-
teZznem stanju zavzema razli¢ne konformacij-
ske oblike. Spontano aktivna oblika receptorja
se sklaplja s proteinom G in sproZa znotraj-
celitne signalne poti. Spontana aktivnost
H,R je bila sprva dolocena na celi¢nih linijah,
Kjer je velika gostota nekaterih rekombinantno
izraZenih izooblik sovpadala s spontano inhi-
bicijo adenilat ciklaze, vezavo [**S][GTPYS in
s poveCanim spro$¢anjem arahidonske kisli-
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Slika 3. Znotrajcelicne signalne poti, ki potekajo preko aktivaciie histaminskih receptorjev tipa 3. Receptor preko aktivacije proteinov G

sproZi inhibicijo adenilat ciklaze, fosforilacijo z mitogenom akfivirane proteinske kinaze in fosfoinozitid 3-inaze, spodbuja fosfoli /pu
20 A,, kar vodi do sprostanja arahidonske kisfine, inhibira izmenjevalec Na*/H+in s K*-induciran prehod kalciigvih ionov v celice (21).
M- arahidonska kislina (angl. arachidonic acid), HA— histamin, H.R — histaminski receptor fipa 3, c, 3, 'y— podenote profeinov G,
PLA, — fosfolipaza A, (angl. phospholipase A,), PI3K — fosfatidiinozitol 3-inaza (angl. phosphatidylinositol 3-kinase), Akt — protein
kinaza B, GSK3[3 — glikogen-sintaze-kinaza 33, MAPK — z mitogenom aktivirana protein kinaza, AC — adenilat cikloza, ATP — adeno-
zin-5"trifosfat (angl. adenosine 5*triphosphate), cAMP— ciklicni adenozin-3', 5 monofosfat (angl. 3"5"cyclic adenosine monophosphate),
PKA — protein kinaza A, CREB — vezavni protein za odzivni element za ciklicni adenozin-3°,5 “monofosfat (angl. cAMP responsive ele-

ment binding protein).

ne (49-51). Studije na moZganih glodavcev
so visok deleZ spontano aktivnih H,R dolo-
¢ile tudi v razmerah in vivo in potrdile njihovo
pomembno fiziolosko vlogo, saj naj bi pred-
sinapti¢ni receptor preko tega mehanizma
zaviral nevronsko aktivnost (37, 49-51).
Stopnja spontane aktivnosti receptorja je
odvisna od Zivalske vrste, izooblike, celi¢ne
gostote ter znotrajceli¢nih signalnih poti,
zanjo pa je odgovorno kratko aminokislinsko
zaporedje na C-koncu tretje znotrajceli¢ne
zanke (32, 52). Spontano aktivnost receptor-
ja lahko ucinkovito inhibirajo samo inverzni
agonisti; to so snovi, ki se vezZejo na isti recep-
tor kot agonisti, ga ne aktivirajo, ampak pov-
zroCijo nasprotni ucinek kot agonisti, ker
stabilizirajo receptor v njegovi neaktivni kon-
formaciji. Tako preprecujejo sklapljanje H,R
s proteinom G in posledi¢no aktivirajo endo-
geno spro$canje histamina in drugih 7ivénih

prenaalcev. Stevilni klasiéni antagonisti H,R
(npr. tioperamid, klobenoprit in ciproksifan)
v resnici delujejo kot inverzni agonisti (49, 50).

HISTAMINSKI RECEPTOR
TIPA 3 IN ASTROCITI

Astrociti so najstevilnejse celice glije, ki so
zaradi svoje edinstvene sposobnosti spremi-
njanja funkcije in prilagajanja na spremem-
be v mikrookolju aktivni dejavnik delovanja
osrednjega Zivéevja. Interakcije med astroci-
ti in Zivénimi celicami so klju¢ne za uravna-
vanje strukturne in funkcionalne sinapti¢ne
plasti¢nosti v ¢asu razvoja Zivéevja in pri odra-
slih, posegajo pa tudi v procese regeneracije
poskodovanih moZganov (53-55). Astrociti so
pomembne tar¢ne celice histaminergi¢nih
nevronov. Studije so potrdile, da astrociti iz
razli¢nih predelov osrednjega Zivéevja sesal-
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cev izrazajo H\R in H,R (56-58). Astrociti
privzemajo in razgrajujejo histamin iz okolja,
histamin pa uravnava astrocitno rast in pro-
liferacijo, razgradnjo glikogena ter preko H,R
zviSuje znotrajceli¢no aktivnost kalcija, kar
pomembno prispeva k spros¢anju t.1i. glijal-
nih prenasalcev (glijatransmitorjev) (59-65).
Histamin uravnava tudi izgradnjo astrocit-
nih citokinov in nevrotrofi¢nih dejavnikov
(58, 66-68).

Nasa Studija na astrocitih moZganske skor-
je podgane je pokazala, da poleg Ze znanih
dveh podtipov histaminskih receptorjev te
celice izrazajo tudi H,R (69). Tako kot nevronski
se tudi astrocitni H,R sklaplja s proteini Goy
preko inhibicije adenilat ciklaze zniZuje znotraj-
celi¢ne koncentracije cAMP, aktivira MAP-ki-
nazno signalno pot, preko fosfolipaze C pa
aktivira protein kinazo C. Zanimivo je, da
spontane aktivnosti tega receptorja, ki bi
uravnavala nivoje znotrajceliénega cAMP,
nismo zaznali. Potrdili smo tudi funkcional-
no vlogo astrocitnega H,R, saj histamin preko
aktivacije vseh treh histaminskih receptorskih
podtipov in njihovih znotrajceli¢nih signalnih
poti, ki se zdruZijo na nivoju aktivacije MAP-ki-
nazne poti, spodbuja gensko izraZanje in pro-
teinsko izgradnjo nevrotroficnega dejavnika

nevrotrofina-3 (NT-3) (69). V moZganih pod-
gane so izolirali ve¢ izooblik H,R, zato Zeli-
mo ugotoviti prisotnost teh izooblik tudi na
astrocitih ter prouditi njihove vezavne lastno-
sti in specifi¢ne signalne poti (23). Odkritje
astrocitnega H,R pomembno prispeva k poz-
navanju interakcij med histaminskim siste-
mom in glijalnimi celicami, njegove funk-
cionalne lastnosti pa potrjujejo kompleksno
naravo in nakazujejo udeleZenost pri uravna-
vanju delovanja osrednjega ZivCevija.

LIGANDI HISTAMINSKIH
RECEPTORJEV TIPA 3

Histamin se veZe na H,R z visoko afiniteto,
zato je v zacetni fazi razvoja specifi¢nih ligan-
dov veljalo prepricanje, da je imidazolni
obro¢, ki je strukturna lastnost histamina,
nujen za dosego potrebne afinitete za veza-
vo na receptor. Izgradnja dodatnih funkcio-
nalnih skupin (substituentov) na imidazolni
obroc je preprecila vezavo na H,R, modifika-
cija endogenega liganda v stranski verigi pa
je vodila v izgradnjo 4-substituiranih imida-
zolov — ucinkovitih in selektivnih agonistov
H,R (slika 4) (70). (R)-a-metilhistamin je
danes v farmakologiji najbolj pogosto uporab-
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Slika 4. Histamin in predstavniki sinteznih agonistov histaminskih receptorjev tipa 3.
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Jjen agonist, vendar je njegova uporaba v raz-
merah in vivo precej omejena zaradi visoke
bazi¢nosti in hidrofilnosti ter obseZnega meta-
bolizma prvega prehoda (71).

Z vezavo azometinske skupine na (R)-o-me-
tilhistamin je nastala spojina BP 2-94 - pred-
zdravilo z ve¢jo biologko uporabnostjo in izbolj-
Sanimi farmakokineti¢nimi lastnostmi ter prva
ucinkovina s potencialno terapevtsko uporab-
nostjo za razlicna periferna bolezenska sta-
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nja (72, 73). Zamenjava aminske skupine z izo-
tiosecnino (imetit) in pretvorba fleksibilne
stranske verige v rigidno strukturo z uvedbo
pirolidinskega (SCH50971) ali piperidinske-
ga obroca (imepip) je povecala selektivnost
in afiniteto vezave agonistov na H,R ter spo-
sobnost njihovega prehajanja v osrednje Ziv-
Cevje (74-76). S strukturnimi modifikacijami
se je povecala tudi selektivnost agonistov za
H,R v primerjavi z receptorjem H,R; imetri-
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Slika 5. A — imidazolni antagonisti histaminskega receptorja fipa 3, B — neimidazolni antagonisti histaminskega receptorja tipa 3.
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din je 300-krat in metimepip 2.000-krat selek-
tivne;jsi za H,R (77, 78).

Tako kot prva generacija agonistov je
bila tudi prva generacija antagonistov H,R
osnovana na strukturi histaminskega imida-
zolnega heterocikla (slika 5A). Tioperamid,
ciproksifan, proksifan in klobenprit so velja-
li za referencne spojine, vendar se je izkaza-
lo, da je bazi¢ni imidazolni obro¢ odgovoren
za §tevilne stranske in nepredvidljive ucinke,
kot so interakcije s citokromi P450 in slabo
prehajanje v osrednje Zivcevje (79). Imidazol-
ni antagonisti imajo manjso potencialno tera-
pevtsko uporabnost v primerjevi z neimida-
zolnimi, vendar so zelo uporabni v Stevilnih
neklini¢nih farmakoloskih raziskavah, kot so
vezavne Studije, klasifikacija histaminskih
podtipov, poskusi v razmerah in vitro ipd.

Vrstno specifi¢ne razlike v u¢inkovitosti
imidazolnih antagonistov ter razlike v vredno-
tenju njihove ucinkovitosti v razmerah in vivo
so pospesile iskanje drugacnih bazi¢nih sku-
pin in s tem razvoj neimidazolnih antagoni-
stov H,R (slika 5B). Imidazolni obro¢ so zame-
njali z razlinimi sekundarnimi in s terciarnimi
amini, predvsem v obliki alifatskih heteroci-
klov, kot so npr. piperidin, piperazin, pirolidin,
2-aminopirolidin in morfolin (80). Zaradi mo¢-
nejsih farmakoloskih ucinkov in manjsih far-

makokineti¢nih interakcij danes med neimi-
dazolnimi antagonisti H,R prevladujejo spo-
jine, ki vsebujejo piperidin (slika 5B) (81).

Razvoj zdravilnih u¢inkovin, ki delujejo
na H,R, je usmerjen v izgradnjo spojin, ki so
sposobne ucinkovito inhibirati agonisticno
delovanja histamina in zavirati spontano
aktivnost receptorja. Kompleksno delovanje
receptorja in spremenljivost njegovih lastno-
sti med Zivalskimi vrstami in pri cloveku
zahteva skrbno naértovanje novih selektivnih
antagonistov/inverznih agonistov, ki jih bomo
v prihodnosti lahko uporabljali v klini¢ne
namene. Raziskave na tem podrodju so inten-
zivne, saj je ve¢ takih spojin Ze v fazi IT in I1I
klini¢nega preizkusanja zdravil za zdravljenje
nekaterih bolezni, ki prizadenejo kognitivne
funkcije, stanje budnosti in energijsko homeo-
stazo (tabela 1) (82-84).

POTENCIALNA TERAPEVTSKA
UPORABA LIGANDOV
HISTAMINSKIH
RECEPTORIJEV TIPA 3

Upad kognitivnih funkcij

Kognitivne oz. spoznavne funkcije so tiste
zmoznosti, ki so najbolj znacilne za ¢loveka

Tabela 1. Antagonist]/inverzni agonisti histaminskega receptorja tipa 3, ki so v Klinichih fazah preizkusanja zdravil za zdravijenje bolezni
osrednjega Zivcevja (84). ADHD — mofnjo pomanjkanja pozornosti s hiperaktivnostjo (angl. attention deficit hyperactivity disorder).

Obolenje Utinkovina Indikacija Klini¢na foza

narkolepsija Pitolisant (BF2.649) zZaspanost Il
Pitolisant (BF2.649) katapleksija Il
INF17216498° zaspanost [
PF-03654746 zZaspanost I
6SK-189,254 zaspanost I

Alzheimerjeva bolezen 65K-189,254 blaga/srednja [
MK-0249 blaga/srednja [
PF-03654746 blaga/srednja |

ADHD INJ-31001074 odrasli in ofroci I
(Bavisant)

shizofrenija Pitolisant (BF2.649) kognifivna oskodovanost [
65K-239512° kognifivna oskodovanost [
MK-0249° kognitivna o3kodovanost [

Parkinsonova bolezen Pitolisant (BF2.649) zaspanost Il

? Kemijske strukture Se niso poznane, ker so pod patentno zasito.
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in vkljucujejo sposobnost ucenja, pomnje-
nja, koncentracije, motivacije, pozornosti ipd.
Nastajajo v kompleksni mreZi asociacijskih
podrocij mozganske skorje in ostalih delov Ziv-
Cevja (85). Razli¢na nevrodegenerativna obo-
lenja in dusevne motnje, vkljucno z motnjo
pomanjkanja pozornosti s hiperaktivnostjo
(angl. attention deficit hyperactivity disorder,
ADHD), Alzheimerjevo boleznijo (angl. Alz-
heimer’s disease, AD) in shizofrenijo, sprem-
lja upad kognitivnih sposobnosti. Na voljo je
veliko terapevtskih pristopov za zdravljenje
omenjenih stanj (psihostimulansi pri ADHD,
holinesterazni inhibitorji pri AD, antipsiho-
tiki pri shizofreniji), vendar je njihova ucinko-
vitost nepopolna, neZeleni ucinki pa pogosti.

Histaminski sistem je pomemben modu-
lator kognitivnih funkcij (83, 85-87). Hista-
min kot ekscitatorni Zivéni prenasalec, ki
posinapticno vzburja H;R in H,R ter povzro-
¢i obsezno aktivacijo mozganske skorje, spod-
buja budnost in pozornost. Z delovanjem na
H,R uravnava svojo izgradnjo in sproscanje,
pa tudi eksocitozo drugih Zivénih prenasal-
cev. Farmakologka blokada inhibitornega H,R
s selektivnimi antagonisti/inverznimi ago-
nisti lahko spodbudi spros$¢anje Zivenih pre-
naSalcev in aktivira nevronske poti, ki so
udeleZene pri uravnavanju kognitivnih pro-
cesov v osrednjem Zivcevju, zato predstavlja
modulacija H,R obetaven nacin zdravljenja
okrnjenih kognitivnih funkcij in izjemno
zanimivo podrodje predklini¢nih in klini¢nih
raziskav (1, 85).

PredKlini¢ne raziskave so potrdile, da anta-
gonisti/inverzni agonisti H;R aktivirajo hista-
minergi¢ne Zivéne celice in spodbujajo raz-
licne nevrokemijske in vedenjske odzive (16,
83, 86). Studije so potekale na modelnih siste-
mih glodavcev, ki so jim z uporabo antiholi-
nergikov (npr. skopolamin) ali antagonistov
N-metil-D-aspartata (NMDA) (npr. dizocilpin)
oslabili normalno kognitivno delovanje. Ziva-
li so izgubile prostorsko orientiranost in spo-
sobnosti pomnjenja, kar je znacilno za bolni-
ke z AD. Omenjeni posegi so jim oslabili tudi
socialni spomin, kar spremlja AD, shizofre-
nijo in ADHD. Na teh Zivalskih modelih je bilo
mozno oceniti tudi impulzivnost (pomemben
sestavni del ADHD) in izvr$ilno dejavnost
(motena pri shizofreniji) (87).
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Strukturno razli¢ni antagonisti/inverzni
agonisti H,R so v vedenjskih testih na glodav-
cih, kot so socialni spomin, delovni spomin,
prepoznavanje objektov, orientiranje v labi-
rintih ipd., preprecili spremembe, inducira-
ne s skopolaminom. Njihovi prokognitivni
ucinki so bili posledica inhibicije H;R v ho-
linergicnem bazalnem jedru, kar je moc¢no
povecalo nivoje acetilholina - klju¢nega zZive-
nega prenasalca pri uravnavanju pozornosti
in pomnjenja - v mozganski skorji, ugotovlje-
na pa je bila tudi aktivacija dopaminergi¢nih
in noradrenergic¢nih Ziv¢énih celic v prefron-
talni moZganski skorji (83). Z vlogo inhibitor-
jev H,R se ujemajo tudi poskusi na H,R™"-mi-
8ih, ki ne vsebujejo genskega zapisa za H,R.
Te Zivali so imele normalno sposobnost pom-
njenja in ucenja, vendar so bile odporne na
amnesticno delovanje skopolamina (88).

Modulacija spro$¢anja dopamina pred-
stavlja terapevtski izziv za zdravljenje shizo-
frenije, kjer nezadostna aktivnost dopamin-
skega sistema povzroca negativne simptome
in kognitivni upad (89). Ker histaminergi¢ne
Zivéne celice oZivcujejo podrodja, ki so tesno
povezana z razvojem shizofrenije, bi antago-
nisti/inverzni agonisti H,R lahko vplivali na
patofiziologijo bolezni. Raziskave na Zivalskih
modelih za Studij mehanizmov shizofrenije,
pozornosti in kognitivnih sposobnosti so potr-
dile njihovo antipsihoti¢no delovanje, saj so
spodbujali nivoje dopamina in acetilholina
v prefrontalni moZganski skorji, zmanjsali pri-
manjkljaj senzori¢ne aktivnosti ali zavrli
z metamfetaminom povzroceno psihomoto-
ri¢no aktivnost (90).

Antagonisti/inverzni agonisti H,R vpliva-
jo na prenos vec Zivénih prenasalcev v osred-
njem ZivCevju, zato predstavljajo velik izziv
za razvoj ucinkovitih zdravilnih snovi, ki
bodo ponovno vzpostavile okrnjeno delova-
nje Zivénih prenasalcev, brez so¢asnega vpli-
va na normalno delovanje moZganov. Hkra-
ti s predklini¢énimi $tudijami potekajo tudi
klini¢ne raziskave, ki preucujejo prokognitiv-
ne lastnosti antagonistov/inverznih agonistov,
kot so Pitolisant ali BF2.649, GSK-239512,
MK-0249, PF-03654746 in JNJ-31001074 pri
bolnikih z AD ali shizofrenijo (91, 92). Prav
tako je v zacetnih fazah preizkusanja substan-
ca JNJ-31001074, ki je v predklini¢nih Studi-
jah na Zivalskem modelu ADHD ucinkovito
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zavirala pretirano aktivnost in impulzivnost
ter predstavlja obetaven izbolj$evalec kogni-
cije pri motnjah pozornosti (93). Rezultati kli-
ni¢nih $tudij omenjenih ligandov H,R vlivajo
upanje, da bo v prihodnosti mozno tudi z nji-
hovo pomodjo omiliti upad kognitivnih funk-
cij pri bolnikih z razli¢nimi nevrodegene-
rativnimi obolenji in duSevnimi motnjami
(tabela 1).

Kompleksno izmenjavo budnosti in spanja
v cirkadianem ritmu uravnava vec sistemov
Zivénih prenasalcev (histamin, noradrenalin,
glutamat, acetilholin, GABA ter oreksin, ki je
peptidni nevrotransmitor, ki vpliva na hranje-
nje in budnost in katerega pomanjkanje ima
klju¢no vlogo pri narkolepsiji) (85, 94). Fizio-
loska vloga histamina pri tem procesu je bila
prvi¢ omenjena v 70. letih prej$njega stolet-
ja, danes pa je podprta s Stevilnimi Studija-
mi, ki potrjujejo, da projekcije histaminergic-
nih Zivénih celic v moZgansko skorjo in
nekatere druge predele osrednjega Zivéevja
predstavljajo eno glavnih nevronskih poti, ki
spodbujajo zavest in budnost (95). Histami-
nergi¢ni nevroni imajo vecjo prozilno aktiv-
nost v budnem stanju kot v spanju (94). Zavi-
ranje inhibitornega delovanja H,R poveca
vzdrazZnost in odzivnost histaminskih Ziv¢nih
celic in spodbuja spro$¢anje histamina, ki s sti-
mulacijo posinapti¢nih H R povzroci obsez-
no aktivacijo osrednjega Zivéevja (96, 97). Za
vrsto antagonistov/inverznih agonistov H,R
so na razli¢nih Zivalskih modelih potrdili, da
spodbujajo izgradnjo in spro$canje histamina,
ohranjanjo budnost, zmanjsajo fazo spanja s hi-
trim gibanjem ocesnih zrkel (angl. rapid-eye
movement) in skraj$ajo Cas spanja v stanju niz-
ke mozganske aktivnosti, njihova sposobnost
ohranjanja budnosti pa je povezana s pove-
Cano aktivnostjo histaminskega sistema in
drugih ascendentnih sistemov retikularne
formacije (noradrenergi¢nega, holinergicne-
ga ali dopaminergi¢nega) (96, 98, 99).
Obetavni rezultati predklini¢nih raziskav
na razli¢nih Zivalskih modelnih sistemih so
nakazali mozZnost klini¢ne uporabe inverznih
agonistov H,R za zdravljenje simptomov pre-
komerne zaspanosti (narkolepsija s kataplek-
sijo, Parkinsonova bolezen) (16, 84, 96).
Pitolisant ali BF2.649 je bil prvi inverzni

agonist H,R, ki so ga uporabili v pilotskih kli-
ni¢nih raziskavah pri bolnikih z razli¢nimi
motnjami budnosti. Rezultati klini¢nih razi-
skav faze Il in III so pokazali znacilno zmanj-
$anje Stevila in trajanje dnevnega spanja ter
zmanjsanje frekvence katapleksi¢nih epizod
pri bolnikih z narkolepsijo, opazno pa je bilo
tudi zmanj$anje dnevne zaspanosti pri bolni-
kih s Parkinsonovo boleznijo (93). Drugi inverz-
ni agonisti, kot so JNJ-17216498, PF-03654746
ali GSK-189254, $ele vstopajo v fazo I klini¢-
nih raziskav za zdravljenje narkolepsije, zato
rezultati e niso znani (tabela 1).

Debelost je kroni¢na bolezen energijske homeo-
staze, ki postaja zdravstveni problem epide-
micnih razseZnosti. S prekomerno telesno
teZo se pomembno povecuje pojavnost sréno-
Zilnih obolenj, sladkorne bolezni tipa 2, neka-
terih rakavih obolenj, obstruktivne apneje
v spanju in ostalih bolezni, zato predstavlja
ucinkovito zdravljenje debelosti pomemben
izziv za farmacevtsko industrijo. Farmakolosko
zdravljenje debelosti temelji na modulaciji
presnove mascob (orlistat — periferni inhibi-
tor lipaz), uporaba centralnih zaviralcev ape-
tita pa zaradi resnih psihiatri¢nih in sr¢no-
Zilnih neZelenih ucinkov za zdaj ni varna.
Nezadostna ucinkovitost zdravljenja te bolez-
ni zato vodi v iskanje novih terapevtskih pri-
stopov.

Histaminski sistem je udeleZen pri uravna-
vanju apetita in energijske homeostaze (100).
Studije na Zivalskih modelih debelosti so
pokazale, da histamin preko posinapti¢nega
H,Rv ventromedialnem delu hipotalamusa
zavira vnos hrane, akumulacijo mascob in
nivo leptina ter omili inzulinsko rezistenco
(101-104). UdeleZenost H;R in z njim poveza-
ne aktivacije hipotalami¢ne adenozin-5-mo-
nofosfat (angl. adenosine-5-monophosphate,
AMP) kinaze pri uravnavanju apetita so potr-
dile tudi $tudije na modelu misi z izbitim
genom za H R ter neZeleni u¢inki zdravljenja
s klasi¢nimi antihistaminiki (H,R-antagoni-
sti prve generacije), antidepresivi in antipsi-
hotiki z afiniteto do H, R, za katere je znano,
da povecujejo apetit in telesno tezZo pri Ziva-
lih in ljudeh (105). Zaradi omenjene vloge
histamina pri nadzoru apetita so predvidevali,
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da bi lahko z inhibicijo H,R dosegli povisanje
nivojev histamina v osrednjem Zivéevju in tako
zmanj$ali vnos hrane, kar je Studija s kloben-
propitom na Zivalskem modelu debelosti tudi
potrdila (106).

Nekatere raziskave tej hipotezi nasprotu-
jejo. Tako je npr. tiperamid povecal, imetit
(agonist H;R) pa zmanjsal apetit in vnos
hrane; ta ucinek je bil pri misih z izbitim
genom za H;R odsoten (107). Studije torej
kazejo, da je delovanje modulatorjev H,R pri
uravnavanju apetita kompleksno in poleg
histamina odvisno tudi od drugih Zivénih
prenasalcev in njihovih vplivov na oreksin-
ski sistem. Antagonisti/inverzni agonisti H,R,
ki so v klini¢nih fazah preizkusanja zdravil za
zdravljenje narkolepsije ali ADHD, niso imeli
pomembnega vpliva na telesno teZo (tabe-
la 1). Zanimivo bo videti, ali bo faza II klini¢-
ne raziskave s substanco SCH 497079 potrdila
vpliv na zmanj$an vnos hrane in izgubo tele-
sne teze.

Boleéina

Histamin je eden izmed glavnih posrednikov
lokalnega vnetja in je vkljucen tako v peri-
ferno kot tudi v centralno nocicepcijo (108).
Kadar se histamin spro$¢a na perifernih
mestih, povzroca bole¢ino in aktivacijo z bo-
lec¢ino povezanih signalnih poti v primarnih
aferentnih Ziv¢nih vlaknih. V osrednjem Ziv-
Cevju histamin vpliva na prenos bolecinskih
signalov, predvsem preko vpliva na bolecin-
sko zaznavanje v talamusu in moZganski skor-
ji. Pokazali so, da je tioperamid (antagonist
H,R) preprecil zimetitom povzroceno hiper-
algezijo le v pozni fazi, ki je odgovorna za
vnetno bolecino (109). V primeru aplikacije
tioperamida v moZganske prekate (intracere-
broventrikularno) pride do povisanja bolecin-
skega vzdraZnega praga na modelu nevropat-
ske bolecine z delno ligacijo perifernega Zivca,
medtem ko ga sistemska (intravenska) apli-
kacija zniza (110).

Ti podatki kaZejo, da bi lahko bili agonisti
H,R uporabni za zdravljenje vnetnega tipa
bolecine, antagonisti H,R pa za zdravljenje
nevropatske bolecine. Razlaga teh rezulatov
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je Se posebej tezka, saj imajo svojo vlogo pri
prenosu bolecine tudi H,R. Pri tem je treba
omeniti, da sta agonist imetit in antagonist
tioperamid tudi liganda H,R. Uporaba bolj
specifinega antagonista/inverznega agonista
GSK207040 je znacilno inhibirala s kapsaici-
nom povzroceno sekundarno alodinijo (tj. sta-
nje, pri katerem normalno neboleci drazljaji
povzrodijo bolecino) v primerjavi s kontrolno
skupino (111). To dokazuje, da so pri boleci-
ni, povezani z vnetjem, antagonisti H,R ucin-
kovitejsi kot agonisti. Vsekakor bodo potrebne
nadaljnje raziskave, ki bodo natan¢neje poja-
snile vlogo perifernih, spinalnih in moZgan-
skih H,R pri razli¢nih tipih bolecine.

ZAKLJUCEK

Veliko zanimanje raziskovalcev je pripomo-
glo k pomembnemu napredku pri poznava-
nju vloge H,R v osrednjem Zivcevju. Preko
preucevanja molekularnih (izooblike, tkivna
porazdelitev), farmakoloskih (vezavne afini-
tete ligandov) in funkcionalnih lastnosti
(spontana aktivnost, znotrajceli¢ni signalni
mehanizmi) danes bolje razumemo njegovo
izjemno kompleksno naravo. Izgradnja viso-
ko ucinkovitih in selektivnih antagonistov/in-
verznih agonistov H,R je omogocila Stevilne
predklini¢ne $tudije na Zivalskih modelih
ter zaCetne klini¢ne raziskave nekaterih od teh
ligandov za zdravljenje razli¢nih bolezni, ki
prizadenejo kognitivne funkcije, budnost in
energijsko homeostazo.

Cilj razvoja ligandov H,R je terapevt-
ska uporabnost. Iz trenutno javno dostopnih
podatkov je govoriti o uspehu ali neuspehu
posameznih zdravilnih u¢inkovin prehitro, saj
je vecina Klini¢nih raziskav Se v teku. Hkrati
je nemogoce predvideti, ali bodo antagoni-
sti/inverzni agonisti H,R enako uspesni pri
ljudeh, kot so bili pri glodavcih. Razvoj uéin-
kovin, ki delujejo na ta receptor, je intenziven
in finan¢no podprt — odprto ostaja le vprasa-
nje, ali bomo kmalu videli oglasevanje v smi-
slu »postanite pametnejsi in vitkejsi« ali pa bo
interes farmacevtske industrije zaradi dolgo-
trajnosti raziskav zamrl.
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