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Al Histamin je fizioloSko aktivni biogeni amin in ima pomembno vlogo pri

alergijskih reakcijah, uravnavanju izlocanja Zelod¢ne kisline ter kot nevrotransmitor in tudi
kot modulator izlo¢anja ostalih nevrotransmitorjev. Ker novejSa dognanja o depresivnih
motnjah kaZejo tudi na vlogo histamina pri nastanku depresije, je poznavanje vpliva
antidepresivov na farmakokinetiko histamina pomembno. Raziskave so pokazale, da
antidepresivi lahko spremenijo farmakokinetiko histamina, prav tako tudi citalopram, ki se
kot antidepresiv uporablja v humani medicini in po delovanju spada med selektivne
zaviralce privzema serotonina. Pri poskusnih zivalih (macka, podgana), ki so pred injekcijo
histamina dobile citalopram, ni priSlo do porasta koncentracije histamina v plazmi, opazili
pa so porast koncentracije histamina v celokupni krvi. Meritve z elektroparamagnetno
resonanco so pokazale, da citalopram poveca fluidnost membrane eritrocitov macke, kar bi
lahko vplivalo na privzem histamina v celice. Z naSimi poskusi smo Zeleli preveriti vpliv
citaloprama na porazdelitev apliciranega histamina pri podgani, zato smo merili
koncentracije histamina v razli¢nih tkivih poskusne Ziveli. Poskusne Zivali smo razdelili na
3 skupine: na kontrolne podgane, podgane tretirane s histaminom (intravensko, 125 pug/kg)
ter podgane predhodno tretirane s citalopramom (intraperitonealno, 1 mg/kg) in po eni uri s
histaminom (intravensko, 125 pg/kg). Iz vseh poskusnih Zivali smo izolirali 6 dobro
prekrvljenih tkiv (aorta, slinavka — g. submandibularis, pljuca, srce, jetra in ledvica) ter pri
eni podgani iz vsake skupine Se sapnico. Pri ve€ini tkiv podgan, ki so dobile citalopram in
histamin, so bile koncentracije histamina v tkivih niZje kot pri podganah tretiranih samo s
histaminom. Nasi rezultati so pokazali, da citalopram vpliva na farmakokinetiko apliciranega
histamina in s tem na koncentracije histamina v razli¢nih tkivih pri podgani. Na podlagi
dobljenih rezultatov in doslej opravljenih raziskav lahko sklepamo, da je citalopram poleg
povecanja prepustnosti membran najverjetneje tudi pospesil razgradnjo histamina.
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AB Histamine is a physiologically active biogenic amine and plays an important

role in allergic reactions, regulation of gastric acid secretion, and also as neurotransmitter
and modulator of secretion of other neurotransmitters. Recent studies have shown that
histamine has an important role in development of depression; therefore it is important to
know the influence of antidepressants on histamine pharmacokinetics. It has been shown
that antidepressants, among them citalopram, a selective serotonine reuptake inhibitor, can
change the pharmacokinetics of histamine. Citalopram changes histamine pharmaco-
kinetics. In animals (rat, cat) treated with citalopram before exogenous histamine was
injected intravenously, no rise in plasma concentration of histamine was detected, however
significant rise of the whole blood concentration of histamine was detected. Studies with
electron paramagnetic resonance have shown that citalopram increases membrane fluidity
of feline red blood cell and thus probably influences histamine uptake in the cells. In our
work we studied the influence of citalopram on the pharmacokinetics of histamine by
following the distribution of applied histamine in different rat tissues. The test animals
were divided into three groups: control rats, rats treated with histamine, given
intravenously (125 pg/kg), and rats pre-treated with citalopram, given intraperitoneally (1
mg/kg) one hour before intravenous histamine application (125 ug/kg). We isolated
different well pefused tissues (aorta, gl. submandibularis, lung, heart, liver and kidneys)
from all test rats. In addition we also isolated the trachea from one animal of each group. In
most of the tissues histamine concentrations were lower in animals treated with citalopram
and histamine than in animals treated only with histamine. Our results show that
citalopram changes histamine concentrations in various tissues and thus changes
pharmacokinetics of exogenous histamine. On the basis of our results and recent studies it
can be suggested that citalopram most likely changes histamine distribution and probably
also histamine metabolism.
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ALD-DH
AM
cAMP
DAO
GPCR
HMT
HRF
TAA
TAA-RP
IP;
IPRT
MAO-B
OCT3
PLC
PLP
SSRI

TCA
VMAT

SLOVARCEK

aldehid dehidrogenaza

S-adenozil-L-metionin

cikli¢ni adenozinmonofosfat

diaminooksidaza

z G-proteinom sklopljeni receptorji (ang. G-protein-coupled receptors)
histamin-N-metiltransferaza

faktorji sproscanja histamina (ang. histamine-releasing factors)
imidazol-4-ocetna kislina

ribotid imidazolocetne kisline

inozitol-1,4,5-trifosfat

IAA 5'-fosforibozil transferaza

monoaminska oksidaza B

transporter organskih kationov 3 (ang. organic cation transporter 3)
fosfolipaza C

piridoksal-5'-fosfat

selektivni zaviralci ponovnega privzema serotonina (ang. selective
serotonine reuptake inhibitors)

antidepresivi tricikli¢nega tipa (ang. three-cyclic antidepressants)

vezikulami monoaminski transporter
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1 UvOoD

1.1 UvVOD

Histamin je fizioloSko aktivni biogeni amin in ima pomembno vlogo pri alergijskih
reakcijah, uravnavanju izlocanja Zelod¢ne kisline ter deluje kot nevrotransmitor in tudi kot
modulator izloCanja ostalih nevrotransmitorjev v perifernem in centralnem Zivénem

sistemu.

Depresijo z nevrobioloskega vidika razlagamo kot neravnovesje Zivenega prenosa Vv
osrednjem ZivC€evju, zlasti naj bi bilo moteno delovanje noradrenergi¢nih in
serotonergi¢nih poti (monoaminska hipoteza depresije). Rezultati novejSih raziskav kazejo,
da zgolj monoaminska hipoteza ni ve¢ dovolj mocan argument za razlago depresivnih
motenj, in tako odkrivajo vse vec¢jo vlogo histamina kot nevrotransmitorja in vse bolj
uveljavljajo hipotezo, da spremenjene koli¢ine histamina v osrednjem Zivéevju pomembno
prispevajo k razvoju depresije. Ker je torej pri depresiji najverjetneje vpleten tudi histamin,

je poznavanje vpliva antidepresivov na kinetiko histamina pomembno.

Dosedanje raziskave so pokazale, da antidepresivi spremenijo farmakokinetiko histamina
pri poskusni Zivali. Raziskave na macki (Irman Florjanc, 1998) in podgani (Irman
Florjanc, 2002) so pokazale, da antidepresivi pri poskusni Zivali vplivajo na kinetiko
eksogenega histamina. Sprememba v farmakokinetiki histamina se kaze tudi pri
citalopramu, ki se v humani medicini uporablja kot antidepresiv in po delovanju spada
med selektivne zaviralce privzema serotonina. Ce pri poskusih na mackah ter podganah in
vivo intravensko injiciramo histamin, plazemska koncentracija histamina takoj po
injiciranju moc¢no naraste in nato bieksponentno upade in v 10 minutah pride na kontrolno
koncentracijo. Ce pa je Zival predhodno tretirana z citalopramom, po injiciranju
eksogenega histamina ne opazimo porasta histamina v plazmi, opazimo pa porast
histamina v celokupni krvi. Ena od hipotez teh raziskav je, da antidepresivi vplivajo na
privzem histamina v krvne celice in to med drugim doprinese k zmanjSanju porasta

koncentracije histamina v plazmi. Meritve z elektroparamagnetno resonanco so pokazale,
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da citalopram poveca fluidnost membrane eritrocitov macke, kar bi lahko pomenilo ve¢ji

privzem histamina v celice (Arko, 2004).

1.2 NAMEN RAZISKOVANIJA IN DELOVNA HIPOTEZA

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali zdravilo citalopram, ki je eden izmed pogosteje
uporabljanih antidepresivov v humani medicini, po tretiranju podgane s histaminom vpliva

na privzem tega biogenega amina v razli¢na dobro prekrvljena tkiva te Zivali.

Delovna hipoteza:

Citalopram poveca privzem histamina v razli¢na dobro prekrvljena tkiva podgane.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HISTAMIN

Histamin (4(5)-(2-aminoetil) imidazol ali B-aminoetilimidazol) (Slika 1.1) je fiziolosko
aktivni biogeni amin. Od prvih farmakoloskih Studij histamina na zacetku 20. stol. (Dale in
Laidlaw, 1910) je trajalo kar nekaj ¢asa, preden so ga dokazali v organizmih (Best in sod.,
1927). V zivalskem kraljestvu je zelo razSirjen, prisoten pa je tudi v mnogih strupih,
bakterijah in rastlinah. Danes vemo, da ima histamin pomembno vlogo pri alergijskih
reakcijah, vazodilataciji, prepustnosti kapilar, bronhokonstrikciji, uravnavanju izlo¢anja
Zelod¢ne kisline ter deluje kot nevrotransmitor in tudi kot modulator izloCanja ostalih

nevrotransmitorjev v perifernem in centralnem Zivénem sistemu.

HN

Q|
N NH,

Slika 1.1: Strukturna formula histamina.

2.1.1 Sinteza histamina

Biosinteza histamina (Slika 1.2) poteka z dekarboksilacijo L-histidina (nabita polarna
aminokislina) pod kataliticnim vplivom encima histidin dekarboksilaze, ki je odvisen od
koencima PLP (piridoksal-5'-fosfat) (Voet, 1995). V organizmu obstaja Se nespecifi¢ni
encim, aromatska aminokislinska dekarboksilaza, ki pa ima mnogo vecjo afiniteto do
aromatskih aminokislin in je njegova aktivnost za histidin precej nizka ter za sintezo

histamina nepomembna.
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/_(\/HHE /_\/\/NHE
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dekatholksilaza

Slika 1.2: Shema sinteze histamina iz histidina pod kataliti¢cnim vplivom
encima histidin dekarboksilaza.

2.1.2 Razgradnja histamina

Vecina tkiv vsebuje encime za razgradnjo histamina, vendar se ta ne razgradi popolnoma,
saj imidazolov obro¢ v telesu ne razpade in tako lahko prepoznamo razli¢ne metabolne

produkte, ki se skupaj s histaminom vsi pojavljajo v urinu.

Metabolizem histamina poteka po dveh poteh (Slika 1.3):
1. z metiliranjem na imidazolovem obrocu in

2. z oksidativnim deaminiranjem.

Prvi nacin razgradnje je metiliranje histamina, ki lahko potece na duSikovem atomu, ki je
na stranski verigi, ali pa na dusikovem atomu na tele mestu imidazilovega obroga. Ce
poteCe metilacija na stranski verigi, nastane metilhistamin ali dimetilhistamin. Ta nacin
je manj pomemben. V primeru metilacije obrofa na tele mestu nastane metabolit tele-
metilhistamin, ki je eden glavnih metabolnih produktov histamina. Reakcijo metiliranja
katalizira encim histamin-N-metiltransferaza (HMT) pod vplivom kofaktorja S-adenozil-L-
metionin (AM). Nastali tele-metilhistamin oz. N-metilhistamin je intermediat, ki se v drugi
stopnji metabolizma preko vmesne stopnje N-metilimidazolacetaldedid oksidira v N-
metilimidazolocetno kislino, ki se izlo¢i iz organizma z urinom. Pretvorbo N-
metilhistamina v aldehid katalizira encim monoaminska oksidaza B (MAO-B) ali
diaminooksidaza (DAQO), pretvorbo aldedida v kislino pa encim aldehid dehidrogenaza

(ALD-DH) s kofaktorjem NAD". Biotransformacija histamina po tej poti je v nekaterih
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tkivih glavni in morda edini nacin razgradnje histamina (Schwartz, 1971). V centralnem

Zivénem sistemu je ta pot najpomembnejsa.

Direktna oksidacija aminoetilnega ostanka pod kataliticnim vplivom nespecifi¢nega
encima DAO vodi v nastanek imidazolacetaldehida. 1z tega pod vplivom ALD-DH nastane
imidazol-4-ocetna kislina (ang. imidazole-4-acetic acid - IAA), ki se pod vplivom encima
IAA 5'-fosforibozil transferaza (IPRT) konjugira z fosforibozil-pirofosfatom, da
nastane l-ribotil-imidazol-4-ocetna kislina (ribotid imidazolocetne kisline - IAA-RP).
IAA-RP lahko defosforilirajo 5'-nukleotidaze ali pa kisle fosfafataze, pri C¢emer nastane
kon¢ni produkt te poti Il-ribozil-imidazol-4-ocetna kislina (ribozid imidazolocetne
kisline). Slednja je bolj hidrofilna kot imidazolocetna kislina in se lahko izlo€i z urinom
(Beaven, 1982). Ugotovili so, da IAA preko receptorjev za y—aminomasleno kislino (ang.
v-aminobutyric acid — GABA) izzove Stevilne uCinke v centralnem Zivéevju. IAA je
namre¢ mocan agonist za GABA, receptor in tudi moc¢an antagonist za nativhi GABA¢

receptor, za katerega ima skoraj trikrat vi§jo afiniteto kot GABA (Thomas in Prell, 1995).

Poleg koncnih produktov obeh poti razgradnje histamina (I-ribozil-imidazol-4-ocetna
kislina in N-metilimidazolocetna kislina) se delno z urinom izloCata tudi intermediata

N-metilhistamin in IAA.

Prisotnost dveh poti razgradnje v organizmu je prilagoditev, ki v primeru blokade ene poti

omogoca razgradnjo histamina po drugi poti.
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Slika 1.3: Shema obeh poti razgradnje histamina. Po eni poti ga
diaminooksidaza oksidativnho deaminira v imidazolocetno kislino, ki se
nato konjugira z ribozo v I-ribozil-imidazol-4-ocetno kislino (IAA) in
izlo€i iz telesa. Lahko pa encim histamin-N-metiltransferaza metilira
histamin, da nastane N-metilhistamin (fele-metilhistamin), ki se nato
pod vplivom monoaminske oksidaze B ali diaminooksidaze
oksidativno deaminira v N-metilimidazolocetno kislino, ki se prav tako
izlo¢i iz telesa.
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2.1.3 Porazdelitev histamina v organizmu

Pri sesalcih je histamin v telesu porazdeljen v razli¢nih tkivih v razli¢nih koncentracijah,
kar je povezano z njegovo fiziolosko in patofiziolosko vlogo. Ve¢ kot 90% histamina se v
telesu nahaja v mastocitih (v rahlem vezivu v tkivih), najdemo pa ga tudi v bazofilcih (v
krvi) in v sinapti¢nih mehurckih v centralnem Zivcevu. Tkiva sesalcev vsebujejo od manj
kot 1 pg histamina v 1 g tkiva do ve¢ kot 100 pg histamina v 1 g tkiva. Pri ¢loveku se
veliko mastocitov nahaja v koZi, v dihalni poti, v pljucih (do 2% alveolarnega tkiva), v
Zelodcu, v cCrevesju, v mukozi reproduktivnih organov in ob krvnih ter limfnih Zilah okoli
Zivcev. V telesnih tekoCinah je histamina zelo malo (kri macke 18 ng/ml, kri ¢loveka 50

ng/ml), medtem ko ga je v Cloveski cerebrospinalni teko¢ini nenavadno veliko.

Mastociti so enojedrne tkivne celice, ki vsebuje granule s histaminom in drugimi
mediatorji. Pri pH ~5,5 v granulih je histamin v monokationski obliki. Le v monokationski
obliki pa se je sposoben vezati na receptorje (Kumbar, 1975). V celicah je shranjen z
elektrostatskimi povezavami s kislinskimi skupinami proteaz, heparinom (Benjamini in
sod., 2000) in hondroitinsulfatnimi proteoglikani (Serafin in Austen, 1987). V nekaterih
tkivih, kot so epidermis, ¢revesna sluznica, centralni Ziv¢ni sistem in obnavljajoca se ali
hitro rasto€a tkiva, histamin nastaja izven mastocitov. Izvenmastocitni histamin je rahlo
vezan, se neprestano sprosca, zaloge pa so odvisne od nastajanja in biotransformacije

histamina.

V krvi se histamin v vecjih koncentracijah nahaja v razli¢nih krvnickah: pri ¢loveku najvec
v bazofilcih, pri zajcih v trombocitih in pri psih v eozinofilcih ter trombocitih. Bazofilci
prav tako vsebujejo sekretorne granule, ki vsebujejo visoke koncentracije histamina s
histaminom in se nahajajo tik pod celicho membrano ter v bliZzini Golgijevega aparata
(Dvorak in sod., 1995). V enem mastocitu je 0,1-0,2 pmol histamina, v bazofilcu pa okrog

0,01 pmol histamina.
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2.14 Privzem histamina

2.14.1 Privzem histamina v krvnicke

Bazofilci in eozinofilci eksogenega histamina ne privzemajo oz. je privzem histamina
zanemarljiv zaradi relativnho visoke koncentracije endogenega histamina. Raziskave so
pokazale, da nevtrofilci, ki imajo nizko koncentracijo endogenega histamina, najverjetneje
aktivno transportirajo histamin preko plazmaleme in tako sodelujejo pri uravnavanju

koncentracije histamina v plazmi (Catini in sod., 1990).

Poskusi in vitro na praSicjih trombocitih so pokazali, da lahko privzamejo histamin, ¢e jih
dovolj dolgo inkubiramo v ve¢ji koncentraciji histamina. Trombociti vsebujejo encim
histidin dekarboksilazo, kar pomeni, da so sposobni sami sintetizirati histamin. Poleg
zmoZnosti sinteze so v trombocitih opazili tudi aktivni od ATP odvisen privzem histamina
(Fukami in sod., 1984), saj trombociti lahko v membrano vezejo vezikulami monoaminski
transporter (VMAT), ki prepozna glavne monoaminske mediatorje (serotonin, histamin,
noradrenalin in dopamin) (Zucker in sod., 2001). VMAT v celicah sicer transportira

monoamine iz citoplazme v vezikle.

2.14.2 Privzem histamina v celice ostalih tkiv

Pri podgani so v poskusih in vitro opazovali privzem histamina v steni abdominalne
aorte, iliakalne arterije, mezenteriCne arterije in jetrne portalne vene. Ugotovili so, da je
proces privzema histamina v celice zilne stene in vitro odvisen od temperature,
koncentracije endogenega histamina in izvenceli¢ne koncentracije Na+*. V celicah Zilne
stene podgane so nasli imidazolocetno kislino, kar kaze na metabolno aktivnost encima
DAO (Holsclaw in sod., 1984).

Pri endotelijskih celicah in fibroblastih so opazili poseben primer privzema histamina t.i.
degradativni privzem histamina. Fibroblasti in endotelijske celice imajo na membrani

receptorje za encim DAO, kar pomeni, da celice privzamejo metabolite histamina in ne
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samega histamina. Proces privzema je odvisen od zunajceli¢nih koncentracij ionov
(Na+ in CI'). Degradativni privzem histamina bi bil lahko eden od moZnih vzrokov za
zniZanje koncentracije endogenega histamina v krvi 40 minut po sprostitvi histamina iz

mastocitov (Baenziger in sod., 1994).

Cloveske endometrijske celice za privzemanje in izloCanje vsebujejo plazmalemski
ekstranevralni monoaminski transporter in vezikularni monoaminski transporter 2, ki imata

oba visoko afiniteto do histamina (Noskova in sod., 2006).

Zarodne celice v kostnem mozgu pri misi pod vplivom interlevkina-3 ali kalcijevega
ionofora proizvajajo precejSnje koli¢ine histamina, vendar pa histamin tudi privzemajo s

sistemom aktivnega transporta, ki nadzira tudi izlocanje histamina (Corbel in Dy, 1996).

Za transport v zivéne celice je odgovoren kationski transportni protein, t.i. transporter
organskih kationov 3 (ang. organic cation transporter 3 — OCT3). Skozi membrano
veziklov pa se histamin prenese z VMAT. OCT3 so odkrili tudi na bazofilcih, kjer naj bi
prispevali k regulaciji delovanja bazofilcev. Trenutno potekajo raziskave, ali bi bilo moZno
s stimulacijo OCT3 na bazofilcih sproZiti reverzni transport histamina in tako ublaZiti
alergijske reakcije, prvi rezultati pa kaZejo na to, da bi farmakoloska modulacija transporta
histamina lahko postala orodje za kontrolo delovanja bazofilcev med alergijsko reakcijo
(Schneider in sod., 2005).

2.1.5 Mehanizem sprosc¢anja histamina iz mastocitov in bazofilcev

Vzrok za sproSCanje histamina iz mastocitov in bazofilcev so razlicni imunoloski in
neimunoloski drazljaji. Med imunoloske drazljaje, ki stimulirajo izlo¢anje histamina,
uvrS¢amo IgE protitelesa, komplement (C3a, C4a in C5a), citokine (interlevkina 1 in 8)
in faktorje spros€anja histamina (histamine-releasing factors — HRF), ki so produkti
limfocitov, nevtrofilcev, eozinofilcev, trombocitov, endotelijskih celic in pljucnih
makrofagov. HRF po interakciji z bazofilci oz. mastociti sproZijo sprosc¢anje histamina
(MacDonald in sod., 1991). Primeri neimunoloskih drazljajev so nevrokini peptidi (snov P,

bradikinin, nevrokinin A) (Cross in sod., 1997), sprostitveni hormon za kortikotropin
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(CRH), somatostatin, nevrotenzin, opioidi, endorfini, ATP, eksperimentalne spojine (48/80)
in nekateri fizikalni draZljaji (vibracije, vro€ina, mraz, sonc¢na svetloba, mehanske

poskodbe povrSine koZe ter sluznic prebavil in dihal).

Dober primer masovnega spro$¢anja histamina je takojSnji preobcutljivostni odgovor.
Primarne tarce takojSnjega preobcutljivostnega odgovora so mastociti in bazofilci (Galli,
1993; Schwartz, 1994). Oboji imajo na povrSini receptorje F. z veliko afiniteto za
protitelesa IgE (Benjamini in sod., 2000). Precna povezava dveh protiteles IgE s
specifiénim antigenom na povrSini mastocita vodi po kaskadi reakcij fosforilacije
proteinov (fosfolipaze C) do spro$tanja kalcijevih ionov (Ca®*) iz znotrajceli¢nih zalog ali
pa se poveca prepustnost za Ca”* skozi membrano mastocitov. ZviSana koncentracija Ca**
v celici vodi v degranulacijo mastocita preko kaskade reakcij, ki v celici sprozi
aktivacijo proteinskih kinaz in fosforilacijo beljakovin (tubulin, intermediarni filament
vimetin, o in B fodrini, ankirin ter aktin), ki so klju¢ne za zlitje granulov s celi¢no
membrano (Kasel in sod., 1995; Neugebauer in sod., 1994). Znotrajceli¢ni granuli se
zlijejo s celiéno membrano in tako se sprosti histamin, serotonin in nekateri kemotakti¢ni
dejavniki (Kasel in sod, 1995). Po sprostitvi histamina iz sekretornih granulov so opazili
povecano aktivnost Na*/K" ¢rpalke in poveéan privzem kalija v mastocite. Na podlagi tega
sklepajo, da Na'/K" ¢&rpalka sodeluje pri obnovi mastocitov po sprostitvi histamina
(Knudsen in sod., 1993). Zaloge histamina v takih tkivih se pocasi obnavljajo, zato lahko

traja tedne preden se vzpostavi normalna koncentracija histamina.

Poleg degranulacije mastocitov vezava protiteles IgE na receptorje preko fosfolipaze A2
pospesi tudi presnovo aktivacijskega faktorja trombocitov (ang. platelet-activating factor —
PAF) in arahidonske kisline, katere metaboliti (prostaglandini, levkotrieni, tromboksani)
ter Stevilni citokini so pomembni molekularni mediatorji, ki skupaj s histaminom

povzro€ajo in vzdrzujejo vnetje (Contran in sod., 1994).

V in vitro ter in vivo poskusih na podgani so ugotovili, da aktivacija adenozinskih A3

receptorjev na mastocitih prav tako vodi v degranulacijo le-teh (Reeves in sod., 1997)
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2.1.6 Farmakokinetika histamina

Pri testnih Zivalih lahko koncentracijo histamina v krvi poviSamo s sproS¢anjem
endogenega (notranjega oz. lastnega) histamina iz mastocitov in krvnick z razli¢nimi

sprosc¢evalci histamina ali z aplikacijo eksogenega (zunanjega oz. nelastnega) histamina.

2.1.6.1 Farmakokinetika endogenega histamina

Potem, ko se histamin sprosti iz mastocitov in drugih celic, po nekaj minutah izgine iz
obtoka (razpolovni Cas (t,;) je 0,5-2 minut) (Baenziger in sod., 1994). Tako kratek
razpolovni €as skoraj gotovo ni posledica difuzije preko celi¢nih membran glede na to,
da je histamin pri fizioloSkem pH pozitivno nabita molekula in ne more prehajati preko
lipidnega dvosloja. Zato najverjetneje obstajajo posebni prenaSalci za prenos histamina
preko membran ali pa se histamin lahko pred vstopom v celice razgradi in v celice
prehajajo Ze metaboliti, kar imenujejo degradativni privzem histamina (Beanziger in sod.,
1994).

Pri poskusni Zivali endogeni histamin iz mastocitov in drugih celic lahko sprostimo s
spojino 48/80 (spros¢evalec histamina). Na ta nacin spro$ceni endogeni histamin se
metabolizira in nato tudi izloc€i iz telesa. Dve minuti po intravenskem injiciranju spojine
48/80 se v krvi podgane pokaZe poviSana koncentracija endogenega histamina. Pri podgani
je koncentracija endogenega histamina v krvi priblizno 50 ng/ml. Dve minuti po i.v.
injiciranju spojine 48/80 koncentracija histamina naraste na 900 ng/ml. Po 40 min pade
koncentracija histamina v krvi skoraj za polovico, medtem pa se po 40 min koli¢ina
tele-metilhistamina s kontrolne koncentracije 8,3 ng/ml poveca na 100 ng/ml (Irman

Florjanc in Erjavec, 1992).
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2.1.6.2 Farmakokinetika eksogenega histamina

Ce podgani ali macki i.v. injiciramo eksogeni histamin, se po dveh minutah
koncentracija histamina moc¢no zvisa tako v plazmi kot v celokupni krvi (Irman Florjanc
in Erjavec, 1992; Irman Florjanc, 2002). V primerjavi s koncentracijama po dveh
minutah pet minut po i.v. injekciji eksogenega histamina pri podgani in pri macki
opazimo zniZanje koncentracije histamina v plazmi in v krvi. Pri podgani z 90 ng/ml
(konc. histamina dve minuti po injiciranju histamina) po petih minutah pade na 60
ng/ml. V petih do desetih minutah po i.v. injekciji se izlo¢i najve¢ eksogenega histamina
(t,= 1,4-2,5 min), kasneje pa je izloCanje eksogenega histamina iz plazme pocasnejse (t, =
25-80 min). Hitro zniZanje koncentracije histamina v prvih minutah po i.v. injiciranju
eksogenega histamina nastopi najverjetneje zaradi privzema v razli¢ne telesne celice ali
pa zaradi metabolizma. V celokupni krvi podgane se je koncentracija tele-
metilhistamina pet minut po injiciranju eksogenega histamina moc¢no povisala, s kontrolne
koncentracije 8,3 ng/ml na 20 ng/ml (Irman Florjanc in Erjavec, 1992). Leta 2002 so

enak vzorec farmakokinetike histamina pokazali tudi na macki (Irman Florjanc, 2002).

Raziskave razgradnje histamina v tkivih macke so pokazale, da je po aplikaciji histamina ty, le-
tega zelo razlicen od tkiva do tkiva. Tako zna$a t,, v podceljustni Zlezi 95,9 min, v parotidni
Zlezi 36,1 min, v Zelodcu 39,5 min, v $¢itnici 28,3 min, v jetrih 23,7 min in v ledvici 36,4
min (Erjavec in Irman Florjanc, 1986). Vsa tkiva so dobro prekrvljena, zato razlike v ty,

najverjetneje nastopijo zaradi razli¢nih vsebnosti encimov za razgradnjo histamina.

2.1.7 Histaminski receptorji

Histamin je lokalni hormon (avtakoid), ki deluje parakrino. Svoje uc¢inke izzove z vezavo
na receptorje, ki se nahajajo na membranah razlicnih celic, v katerih pride do razli¢nih
reakcij. NovejSe raziskave kazejo, da imajo nekatere celice specifi¢na vezavna mesta za
histamin na jedru in citoplazemskih organelih, zato predpostavljajo tudi vezavo in

delovanje histamina v sami celici.
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Doslej so odkrili 4 podtipe receptorjev za histamin (H1, H2, H3 in H4). Receptorji za
histamin so z G-proteinom sklopljeni receptorji (GPCR - ang. G-protein-coupled
receptors) s sedmimi transmembranskimi domenami. Aktivacija receptorjev za histamin in
posledi¢na aktivacija G-proteina vodi v kaskado znotrajceli¢nih reakcij in fizioloSkih ter

patoloskih odgovorov.

Receptorji H1 se nahajajo v moZganih (zlasti hipotalamus), v placenti, v pljucih, v srcu, v

skeletnih miSicah, v ledvicah, v sredici nadledvi¢ne Zleze, na endotelijskih celicah, na
limfocitih ter v gladkih miSicah Zelodca, Crevesa, sr¢nih Zil in dihalne poti. Vezava
histamina na receptor H1 preko proteina G¢/1; aktivira encim fosfolipaza C (PLC) in preko
PLC intracelularno obvescevalno pot inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3) ter mobilizacijo Ca2+, ki
lahko naprej aktivirata protein kinazo C, kalmodulin in fosfolipazo A2. Te kaskade
specificnih znotrajceli¢nih reakcij pripeljejo do razli¢nih bioloskih odzivov, kot so kréenje
gladkih miSic v Crevesu in maternici, oZenje dihalnih poti, poviSanje frekvence proZenja
nevronskih akcijskih potencialov, spremembe v mikrocirkulaciji (razsiritev arteriol, oZenje
venul), locitev celi¢nih povezav v endotelu in povecanje prepustnosti kapilar, stimulacija

sprosc¢anja hormonov in ojacanje odziva limfocitov.

Receptorje H2 najdemo v steni Zil, sr¢ni miSici, na parietalnih celicah Zelod¢ne sluznice, v

glomerulih, v centralnem Zivénem sistemu, na nevtrofilcih, bazofilcih, mastocitih,
limfocitih in v gladkih miSicah dihalne poti, Zil in maternice. Primarni u¢inek delovanja
agonistov na receptorje H2 je interakcija z G, proteinom, aktivacija adenilat ciklaze in
posledi¢no zviSanje znotrajceli¢ne koncentracije cAMP (cikli¢ni adenozinmonofosfat), kar
izzove bioloski odgovor. Aktivacija H2 receptorjev lahko povzroci pove€ano izloCanje
Zelod¢ne kisline, relaksacijo gladkih miSic (vazodilatacija), povecano kréenje sr¢ne misice,
inhibicijo delovanja limfocitov, zniZanje frekvence proZenja nevronskih akcijskih
potencialov, hiperpolarizacijo oz. olajSanje prenosa signala v centralnem ZzivCeviju,
uravnavanje presnove mascob, povratno zaviranje sproscanja histamina iz bazofilcev in
inhibicijo kemotakse nevtrofilcev ter spros¢anja encimov. Zanimivo je, da so odkrili, da so
mutacije H2 receptorjev povezane s shizofrenijo. Med zdravila za inhibicijo izloCanja

Zelod¢ne kisline spadajo tudi antagonisti H2 receptorjev.
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Receptorji H3 se nahajajo v centralnem Zivénem sistemu (bazalni gangliji, hipokampus,

mozganska skorja), aksonih avtonomnega Zivcevija, ki oZiv€uje gladke miSice dihalne poti,
Zelodca, Crevesa in Zil, ter na endotelijskih celicah. Ti receptorji so sklopljeni z proteinom
Gi/o, ki inhibira adenilat ciklazo in tvorbo cAMP. V osrednjem ZivCevju se H3 receptorji
nahajajo kot avtoreceptorji na presinapticni membrani histaminergi¢nih nevronov
(Lovenberg in sod., 1999), kjer preko zaprtja kalcijevih kanal¢kov povratno uravnavajo
sproS¢anje histamina kot Zivénega prenasalca v sinapti¢no Spranjo in uravnavajo sintezo
histamina (Arrang in sod., 1983). H3 receptorji se kot heteroreceptorji nahajajo tudi na
aksonih holinergic¢nih, dopaminergicnih, norandrenergic¢nih, GABAergic¢nih,
glutamatergi¢nih in serotonergi¢nih Zivénih celic osrednjega in predvsem perifernega
ZivCevja, kjer povratno zavirajo izloCanje nevrotransmitorjev prav tako preko zapiranja

kalcijevih kanalckov.

Receptorje H4 so odkrili nazadnje (Nyugen in sod., 2001) in so predmet intenzivnih

raziskav. Doslej so jih nasli v kostnem mozgu, debelem Crevesu, jetrih, pljucih, tankem
¢revesu, vranici, timusu, mandljih, sapnici, najve¢ pa jih je na celicah z izvorom v
kostnem mozgu (levkociti in mastociti). Pri ¢loveku za razliko od miSi H4 receptorjev v
centralnem ZivCevju niso nasli. Tako kot H3 receptor tudi H4 receptor sprozi kaskado
reakcij preko Gj,, na zniZanje koncentracije cAMP, s tem da v nekaterih celicah poleg tega
mobilizira znotrajceli¢ne zaloge Ca®*. Receptor H4 povzroa kemotakso levkocitov in
mastocitov brez degranulacije (Hofstra in sod., 2003). V hematopoetskih celicah imajo
najverjetneje regulatorno vlogo pri sintezi histamina. Nekatere raziskave kaZejo, da bi

lahko bili H4 receptorji novo mesto delovanja zdravil proti astmi in alergijam.

2.1.8 Farmakoloski uéinki histamina

Histamin sodeluje pri Stevilnih patofizioloskih procesih. Klju¢no vlogo ima v zgodnji fazi
akutnega vnetja in pri imunskih preobcutljivostih tipa ena, kot so alergi¢na astma, seneni
nahod in koprivnica. ZviSana raven histamina v telesnih tekocinah povzroca znacilne
spremembe (anafilakti¢ni Sok), ki segajo od koznih reakcij (rdecica, koprivnice, srbecica)
in sistemskih sprememb (povecano izloCanje Zelod¢nega soka, zviSanje frekvence bitja

srca z nevarnostjo fibrilacije prekatov, padec arterijskega krvnega tlaka) do smrti zaradi
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zastoja srca (Horvat, 1998). Histamin zniZa prag za proZenje nociceptivnih Zivénih
koncicev, kar povzoca srbenje in boleCe zbadanje. ZviSane ravni histamina belezijo pri
mastocitozi (povecana proliferacija mastocitov), histidinemiji, pravi policitemiji, kroni¢nih

mieloni¢nih levkemijah (povecana kolicina bazofilcev) in Zelod¢nih rakavih tumorjih.

NovejSe razskave dajejo vse vecjo teZzo histaminu kot Zivénemu prenaSalcu. V centralnem
Ziv€evju histamin sintetizira strogo omejena populacija nevronov v bazalnih ganglijih in
posteriornem delu hipotalamusa (visoka koncentracija HI receptorjev), ki je vpleten v
Stevilne funkcije moZganov (spanje/budnost, izloCanje hormonov, kardiovaskularna
kontrola, termoregulacija, vnos hrane, nastanek spominov idr.). Skozi receptorje HI
histamin povecuje budnost in inhibira apetit. Najverjetneje histaminergi¢ni nevroni
sodelujejo tudi pri regulaciji pitja, telesne temperature, izloCanju antidiureticnega hormona,
pri kontroli krvnega tlaka in zaznavanju bolecine. Pri miSih, ki so jim onesposobili gen za
H1 receptor, so opazili povecano agresivnost, probleme z lokomocijo in druge nevroloske
simptome (Simons, 2003). Ucinke histamina v centralnem Ziv¢evju posredujejo tudi H3

avtoreceptorji.

Odkrili so, da je histamin kot parakrini signal vpleten tudi pri decidualizaciji endometrija
in implantaciji embrija (Noskova in sod., 2006). V $Citnici podgane hormon TSH iz
S¢itni¢nih mastocitov sprosti histamin, ki znotraj S¢itnice stimulira vec¢jo prepustnost Zil in

hitrost pretoka krvi skoznje (Melander in sod., 1975).

2.2 FARMAKOLOSKO DELOVANIJE ANTIDEPRESIVOV

FarmakoloSko mesto delovanja antidepresivov je sinapti¢na Spranja, zato so na podlagi
teh ucinkov predlagali monoaminsko teorijo depresije (Schildkraut, 1965). Antidepresivi

zvi$ajo raven nevrotransmitorjev v sinapticnem prostoru in sicer tako da:
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zavrejo njihovo razgradnjo (npr. inhibitorji momoaminske oksidaze - IMAO);
zavrejo njihov ponovni privzem (citalopram inhibira ponovni privzem serotonina);

spremenijo obcutljivost in gostoto presinapti¢nih in posinapti¢nih receptorjev ali pa

B o=

agonisti¢no delujejo skupaj s posameznimi amini (Frazer, 1997).

Obstaja vec razdelitev antidepresivov, v farmakologiji pa je najbolj uporabljana delitev
glede na farmakoloski nacin delovanja, in sicer na:
1. tricikli¢ne antidepresive (ang. tricyclic antidepressants - TCA);
2. selektivne zaviralce ponovnega privzema serotonina (ang. selective serotonine
reuptake inhibitors - SSRIs; mednje sodi tudi citalopram);
inhibitorje monoaminske oksidaze — IMAO;

4. ostale antidepresive (Rang in dr., 1999).

Pri bolnikih, ki jemljejo antidepresive se prve izboljSave klini¢nega stanja pokaZejo po 2 - 4
tednih. Razlage za ta ¢asovni zamik $e ni, domnevajo pa, da je vzrok za zakasnjen ucinek
antidepresivov v dolgotrajnem prilagajanju pre- in postsinapti¢nih receptorskih molekul
na spremenjene ravni nevrotransmitorjev (»uravnavanje navzdol« ap in P adrenergi¢nih
receptorjev ter serotoninergi¢nih receptorjev 5-HT»). Drugi farmakokineti¢ni ucinki se lahko
pojavijo hitro, kot npr. vpliv na farmakokinetiko histamina (Irman Florjanc in Stanovnik, 1998;
Rajtar 2004).

2.3 CITALOPRAM

2.3.1 Kemicne lastnosti citaloprama

Citalopram (Slika 2.1) je antidepresiv z relativno molekulsko maso 324,40. Njegovo
kemijsko ime je 1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidroizobenzofuran-5-
karbonitril, empiricna formula pa CyoH; FN,O. Citalopram je amfifilna snov. Je
lipidotopen in zato zlahka prehaja celiéno membrano. Po strukturi ni soroden z drugimi

SSRI, TCA ali drugimi antidepresivi.
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NC

NMe

F

Slika 2.1: Strukturna formula citaloprama. (Me — metilna skupina)

2.3.2 Delovanje citaloprama

Kot Ze omenjeno je citalopram antidepresiv in spada v skupino selektivni zaviralci
ponovnega privzema serotonina (SSRI). Serotonin je nevrotransmitor, ki se ob
depolarizaciji membrane aksona v centralnem Ziv€evju sprosti v sinapticno Spranjo, z
difuzijo pride do receptorja na membrani dendrita postsinaptiCnega nevrona in do
receptorja na presinapticni membrani (avtoreceptor) lastnega nevrona in se privzame
nazaj v celico. SSRI blokirajo privzem serotonina v presinapti¢ni Zivéni kon¢i¢ z vezavo
na serotoninski prenaSalec, ki je transmembranski protein in ima 12 transmembranskih
domen z N-glikoziliranim delom, ki je pomemben za vezavo serotonina. Ker zaradi
blokade serotoninskih transporterjev koncentracija serotonina v sinapti¢ni Spranji
naraste, pride do poveCane vezave serotonina na serotoninske receptorje na
postsinapticni membrani. Serotonin v organizmu sodeluje pri termoregulaciji,
vazomotoricnem odgovoru, hipertoniji, spolnem vedenju, spanju in agregaciji

trombocitov.

Citalopram v prvi vrsti uporabljajo za zdravljenje simptomov depresije, predpisujejo pa ga
tudi za druga bolezenska dusevna stanja. Terapevtska doza za ¢loveka je 20 do 60 mg/dan.
Ucinke citaloprama pripisujejo selektivni inhibiciji ponovnega privzema serotonina v
centralnem Zivénem sistemu. In vitro raziskave so pokazale, da je mocan SSRI in da ima

zelo Sibek ucinek na ponovni privzem noradrenalina in dopamina. Prav tako nima omembe
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vredne afinitete do adrenergiCnih, norandrenergi¢nih, holinergi¢nih, GABA-nergi¢nih,
dopaminergic¢nih, histaminergi¢nih in serotonergi¢nih receptorjev (Baumann, 1996). Ne
inhibira MAO.

2.3.3 Vpliv citaloprama na farmakokinetiko eksogenega histamina

S poskusi in vivo so pokazali, da pri podganah tretiranih s citalopramom (1 mg/kg) 1 uro pred
injekcijo histamina (10 pg/kg) porast koncentracije histamina v plazmi po injekciji ni opazen.
Ce so podgane tretirali s citalopramom (1 mg/kg) 15 minut pred injekcijo histamina (10
png/kg), je bil v plazmi po dveh minutah opazen porast koncentracije histamina (15,0 + 2,3
ng/ml), kar pa je Se vedno skoraj za polovico manjsi porast kot pri podganah, ki so dobile

samo histamin (27,1 = 4,9 ng/ml) (Irman Florjanc in sod., 2004).

Raziskave vpliva antidepresivov (amitriptilin — TCA, sertralin — SSRI) na privzem eksogenega
histamina in vitro so pokazale, da oba antidepresiva povecata privzem eksogenega histamina v
krvni¢ke macke. Dokazali so tudi, da je ucinek sertralina, vecji od u€inka amitriptilina (Rajtar,
2004).

Citalopram ima pri macki mocan vpliv na histaminski sistem. Tretiranje s citalopramom
je povezano s spremembami bazalne ravni endogenega histamina v plazmi ter
preprecitvijo porasta prostega histamina v plazmi po aplikaciji eksogenega histamina.
Sklepajo, da so ucinki odvisni od odmerka (Ferjan & Erjavec, 1996) in verjetno tudi od
Casa, ki je pretekel od aplikacije histamina do odvzema vzorca (Irman Florjanc in sod..,
2004). Citalopram skoraj nima ucinka na histaminergi¢ne receptorje, vendar bi lahko privzem

histamina v krvne celice vsaj deloma doprinesel k protivnetnim u¢inkom antidepresivov.

Poskusi s citalopramom in vitro na izolirani krvi macke so le v manj$i meri v skladu s poskusi
in vivo. Ce so bili vzorci krvi in vitro inkubirani samo s citalopramom, so rezultati v vzorcih
plazme kazali na tendenco k zniZevanju koncentracij endogenega histamina, medtem ko pri
poskusih s citalopramom in vivo ni prislo do sprememb bazalnega nivoja histamina v plazmi.
Pri vzorcih, ki so bili in vitro poleg citaloprama inkubirani tudi z dodatkom histamina, so

meritve pokazale porast koncentracije histamina v plazmi, Ceprav so v plazmi Zivali tretiranih
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s citalopramom odkrili inhibicijo porasta histamina po njegovi intravenski injekciji. Za
navidezna nasprotja med poskusi in vitro ter poskusi in vivo je moZnih vec razlag, med njimi
tudi ta, da v ucinke antidepresivov na histaminski sistem niso vkljuceni le elementi v krvi

temvec tudi oZzilje in druga tkiva (Arko, 2004).

234 Ucinek citaloprama na celi¢cne membrane

Nekatera zdravila, med njimi tudi nekateri antidepresivi, spreminjajo fluidnost membrane. S
spremembo fluidnosti se spremeni tudi permeabilnost membrane, kar bi lahko vplivalo na

prehajanje histamina v celice.

Celi¢cna membrana eritrocitov je heterogena, sestavljena iz 3 podro€ij (domen) z razli¢no
ureditvijo fosfolipidnih verig in razlicno dinamiko gibanja molekul. Ta dva parametra sta
znacilna za posamezne domene in dolocata njihovo fluidnost. Na eritrocitih lo€imo
najbolj urejeno domeno, vmesno domeno in najmanj urejeno domeno. Meje je teZko
dolociti, saj so prehodi med domenami zvezni. Raziskave z elektronsko paramagnetno
resonanco so pokazale, da se deleZ najmanj urejene domene v membrani erotrocitov macke
pod vplivom citaloprama pove€a na racun ostalih dveh komponent. Poleg tega so rezultati
pokazali, da se v povpre¢ju molekule v membrani po delovanju zdravila gibljejo hitreje. Torej
pod vplivom citaloprama v membrani pride do prerazporeditve membranskih komponent

tako, da se poveca fluidnost membrane in s tem tudi njena permeabilnost (Arko, 2004).
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3 METODE DELA
3.1 MATERIAL
3.1.1 Uporabljeni pribor, kemikalije in u¢inkovine

Pribor: operacijska deska, elastike, steklovina (¢aSe, buce, epruvete), plasti¢ni material
(epruvete, nastavki za pipete razlicnih volumnov), pipete, Sest-kanalska pipeta,

kapalke, drobni kirurski pribor, plasticne kanile, brizgalke, injekcijske igle.

Kemikalijje: bidestilirana voda, fizioloSka raztopina (0'9% NaCl), 1 M in 5 M natrijev
hidroksid (NaOH), 0'1 M in 3 M klorovodikova kislina (HCI), 0'4 M perklorna kislina
(HCI1Oy), n-butanol, n-heptan, natrijev klorid (NaCl), metanol, orto-ftalaldehid (Sigma, St.
Louis, ZDA; ang. orto-phthalaldehyde - OPT; 0'5% raztopina v metanolu).

Proizvajalec vseh kemikalij za raztopine, razen OPT, n-butanola, n-heptana in

metanola je Merck.

Ucinkovine: fizioloSka raztopina (NaCl; 0'9%), uretan (Sigma, St. Louis, ZDA; 20%
raztopina v fizioloski raztopini), heparin (ampule 25.000 i.e./5Sml, Krka, Novo mesto),
histamin (Sigma, St. Louis, ZDA) (iz osnovne raztopine 1 mg/ml smo pripravili niZje
koncentracije v 0'l M HCI: 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 100 ng/ml), antidepresiv
citalopram (Cipramil®, Krka, Novo mesto; ampule 20 mg/0°5 ml; raztopina citaloprama

0°4 pg/ml v fizioloski raztopini).

3.1.2 BiolosSki material

Pri poskusih smo uporabili 9 odraslih samcev "Wistar" podgane.
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3.2 IZVEDBA IN VIVO POSKUSA

Glede na to, s ¢im so bile tretirane med poskusom, smo zivali razdelili v 3 skupine po 3

podgane:

1. kontrolne podgane (1. skupina);

2. podgane tretirane s histaminom (125 pg/kg) (2. skupina) ter

3. podgane tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg)

(3. skupina).

Za namen tega diplomskega dela smo morali poskus izvesti in vivo, potem izolirati tkiva in
jih nato naprej analizirati. Bil sem prisoten skozi cel poskus, vendar sem postopek

samostojno izpeljal od izolacije tkiv naprej. Vsi poskusi so bili izvedeni med 9. in 12. uro.

3.2.1 Preparacija podgane

Podganam smo pred preparacijo intraperitonealno (i.p.) vbrizgali uretan (anestetik). Ko so
podgane zaspale, smo jim preparirali Zili (leva vratna vena in desna karotidna arterija) in
jim intravensko (i.v.) v levo vratno veno vbrizgali heparin (antikoagulant). 20 minut po
dodatku heparina smo podgane iz kontrolne skupine pustili, da so izkrvavele skozi kanilo,

vstavljeno v desno karotidno arterijo, in nato ¢im hitreje izolirali tkiva.

Podganam iz 2. in 3. skupine smo 20 min po dodatku heparina i.v. vbrizgali histamin (125

pg/kg) in jih izkrvaveli 15 min po dodatku histamina.

Podganam iz tretje skupine smo 1 uro pred dodatkom histamina i.p. vbrizgali citalopram
(1 mg/kg).
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Slika 3.1: Shema poskusa. (neprekinjena crta) del poskusa pri vseh skupinah podgan. (manj
Crtkana crta) del poskusa izveden le pri 2. in 3. skupini podgan. (mocno crtkana crta) del
poskusa izveden samo pri 3. skupini podgan.

3.2.2 Izolacija tkiv

Iz vsake podgane smo izolirali 6 dobro prekrvljenih tkiv:

aorto;

obe podjezi¢ni slinavki;

pljuca (nekaj tkiva iz leve in nekaj iz desne polovice pljuc);
srce (ventrikel);

jetra (nekaj tkiva z vsakega reznja);

SANE A o

ledvice (polovico leve in polovico desne ledvice).
Pri eni podgani iz vsake skupine smo izolirali tudi sapnico, saj je to eno izmed glavnih

mest delovanja histamina (bronhokonstrikcijski ucinek).

Ko smo tkivo izolirali iz Zivali, smo ga sprali v fizioloSki raztopini in nato rahlo osusili na
papirnati brisaci. V epruvete smo Ze pred preparacijo pripravili po 1 ml (za aorto 200 ul)
0,4 M HCIOy4 (denaturator proteinov) in jih stehtali. Tkiva smo na drobno narezali in
koScke dali v pripravljene plasticne epruvete. Ko smo stehtali epruvete in izracunali maso
tkiv, smo dodali toliko 0,4 M HCIOy, da je bilo razmerje med maso tkiva in volumnom 0,4
M HCIOy4 1:7 (mg:ul). Aortam smo zaradi majhne mase dodali toliko 0,4 M HClOy, da je
bilo razmerje med maso tkiva in volumnom 0,4 M HCIO, 1:11. Faktor redCenja je bil torej

7 ali 11. Izolirana tkiva smo nato do nadaljnje obdelave zamrznili na -70°C.
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33 ANALIZA VZORCEV

3.3.1 Homogenizacija izoliranih tkiv

Ko smo tkiva odtalili, smo jih homogenizirali pri 24.000 vrtljajih noza. Po vsaki
homogenizaciji smo homogenizacijski noZ sprali z dvakratnim volumnom (masa:volumen)
0,4 M HCIO,. Celokupni faktor red€enja je bil torej pri aortah 13, pri ostalih tkivih pa 9.
Homogenate smo nato zamrznili na -25°C, kjer so zmrzovali poCasneje in so lahko kristali

poskodovali Se morebitne ohranjene celicne membrane.

3.3.2 Ekstrakcija z organskimi topili

Pred ekstrakcijo smo homogenate centrifugirali 25 minut pri 3200 obratih. Nato smo odlili

supernatante. Centrifugate smo zavrgli.

V ekstrakcijo smo vzeli po 2 ml posameznega supernatanta. Ce je bilo kakega vzorca manj,
smo do dveh mililitrov dodali 0,4 M HClO4. V ekstrakcijo smo poleg supernatantov vzeli
tudi 2 ml 0,4 M HCIOy4 (notranji "blank") in notranje standarde histamina (10 ng, 50 ng,
100 ng, 150 ng in 200 ng), ki smo jih pripravili iz zaloznih raztopin in dopolnili do 2 ml z
0,4 M HClO4. Vzorcem smo nato dodali 0,7 g NaCl, 1,25 ml 5 M NaOH in 3 ml n-
butanola. Vse skupaj smo nato 10 min stresali in 10 min centrifugirali pri 1500 obratih. V
nove epruvete smo nato prenesli 2,5 ml butanola (iz zgornje, butanolne, faze). Temu smo
dodali 2,5 ml heptana in 500 ul 0,1 M HCI. Zatem smo zopet 10 min stresali in 10 min
centrifugirali pri 1500 obratih. Po centrifugiranju smo zgornjo (organsko) plast odsesali.

Spodnja vodna faza (0,1 M HCI), v kateri je bil histamin, pa je §la v nadaljnjo obdelavo.

333 Kondenzacija in spektrofluorometri¢no dolo¢anje koncentracije
histamina

Histamin ne absorbira in ne emitira svetlobe v spektru, ki bi ga lahko uporabili za

spektrofluorometri¢no analizo. Histamin smo zato kondenzirali z OPT, pri ¢emer nastane
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produkt, ki fluorescira (seva fluorescentno svetlobo), ¢e ga ekscitiramo s svetlobo primerne

valovne dolzine (Shore in sod., 1959).

Pred kondenzacijo smo izmerili volumne vzorcev iz ekstrakcije. Po 500 pl smo jih
odpipetirali v nov set epruvet in pri tem pazili, da nismo zraven zajeli tudi morebitnih
ostankov organske faze iz ekstrakcije, kar bi motilo nadaljnje meritve. Vzorcem, ki jih je
bilo manj kot 500 ul, dodali 0,1 M HCI. Za kondenzacijo smo pripravili tudi 500 ul 0,1 M
HCl1 (zunanji "blank") in zunanje standarde histamina (10 ng, 20 ng, 30 ng, 40 ng, 50 ng
in 60 ng), ki smo jih pripravili iz zaloZnih raztopin in dopolnili do 500 ul z 0,1 M HCI.
Pripravili smo si 0,5% OPT iz 0,025 g OPT v 5 ml metanola.

Pripravljenim vzorcem smo dodali 100 ul 1M NaOH, jim nato v enakih Casovnih
intervalih (5 sekund) dodali 50 ul 0,5% OPT in premesali na kroznem mesalu. Po preteku 4
minut od prvega dodatka OPT smo v vzorce v enakih ¢asovnih intervalih odpipetirali 50
ul 3M HCI, znova premesali in nato takoj izmerili fluorescence na spektrofluorometru.
Ekscitacijska valovna dolZina je bila 360 nm, intenziteto fluorescence pa smo merili pri
emisijski valovni dolZini 450 nm. Florescenca zunanjega "blanka" je fluorecsenca samih

kemikalij, ki smo jih uporabili pri kondenzaciji.

34 OBDELAVA PODATKOV DOBLJENIH Z ANALIZO

Iz zunanjih standardov smo dolocili umeritveno krivuljo in izracunali naklon (faktor) le-te

(1). Faktor kondenzacije je povprecje faktorjev zunanjih standardov.

_ KONC,,
(SFM 4, — SFM , )

-..(D)

Formula: f

f — faktor; KONCygst — kolicina histamina v zunanjem standardu; SFMzsr — intenziteta
fluorescence zunanjega standarda; SFMgp — intenziteta fluorescence zunanjega
"blanka".
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Iz notranjih standardov smo izraCunali izkoristke ('"recovery-je") za posamezno
ekstrakcijo, ki nam povejo, kolikSen deleZ histamina se je skozi analizo ohranil (2).

Izkoristek ekstrakcije (RECgks) je povprecje izkoristkov notranjih standardov.

Formula: REC = (SFM vy — SFM , )- f - —t . 200l 100

2
2,5ml Vipyps KONC, ®)

REC - izkoristek; SFMyst — intenziteta fluorescence notranjega standarda; SFMypp —
intenziteta fluorescence notranjega "blanka"; f — faktor; Vgonps — volumen vzorca standarda,

ki je Sel v kondenzacijo; KONCygr — koli¢ina histamina v notranjem standardu.

Iz dobljenih meritev smo izracunali koncentracije histamina v tkivih (3). Koncentacije so

podane kot masa histamina (ug) v gramu tkiva.

Formula: KONC,,, = (SFM ,, = SFM ,,, )- f - 2ml 3ml 500l 100

- - -F (3
Vs 2.5ml Veoup,, REC 7 )

KONCy; — koncentracija histamina v tkivu; SFMy; — intenziteta fluorescence vzorca;
SFMyg — intenziteta fluorescence notranjega "blanka"; f — faktor; Vgggs — volumen vzorca, ki
je Sel v ekstrakcijo; Vkonp — volumen vzorca, ki je Sel v kondenzacijo; RECggs — izkoristek

ekstrakcije; Frgp — faktor red¢enja pri izolaciji tkiva.

3.5 STATISTICNO OVREDNOTENIJE

V okviru posamezne skupine podgan smo poskuse ponovili trikrat.

Za obdelavo rezulatov smo uporabili program EXCEL in program SIGMA PLOT. Dobljene
koncentracije histamina smo v rezultatih izrazili kot povpre¢no vrednost + standardno
napako povprecja (x £ SEM) iz treh statisticnih enot. Skupine rezultatov smo med sabo
primerjali s t-testom, ki temelji na Studentovi porazdelitvi, prilagojeni na majhne

statisti¢ne vzorce. Za statisti¢no znacilno smo vzeli vrednost p<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 PODATKI O ZIVALIH

Kot Ze omenjeno so bile zivali v poskusu odrasli samcki "Wistar" podgane, vendar pa so se

predvsem zaradi razli¢nih starosti ob preparaciji vseeno razlikovali v razvitosti.

Preglednica 4.1: Datumi kotitev, datumi preparacij, starosti, mase na dan preparacije in
poskusi, v katerih smo uporabili posamezne podgane.

st. podg. datum kotitve ' datum prep. starost [dan] masa [g] poskus
P1 4.7.2005 6.12.2005 155 310 kontrola
P2 9.8.2005 7.12.2005 120 330 histamin
P3 30.7.2005 8.12.2005 131 320 histamin in citalopram
P4 9.8.2005 | 12.12.2005 125 250 histamin
P5 20.6.2005 | 14.12.2005 177 330 kontrola
P6 20.6.2005  15.12.2005 178 340 histamin in citalopram
P7 9.8.2006 28.3.2006 231 380 kontrola
P8 9.8.2006 29.3.2006 232 420 histamin
P9 9.8.2006 30.3.2006 233 400 histamin in citalopram
4.2 VSEBNOSTI HISTAMINA V TKIVIH

Za vsa tkiva smo izracunali maso histamina [ug] v masni enoti tkiva [g] (koncentracija
histamina v tkivu [ug/g]). Vsi rezultati so podani kot povpre¢na vrednost + SEM

(standardna napaka povprecja).

4.2.1 Aorta

Rezultati (Slika 4.1 in Tabela 4.2) prikazujejo koncentracijo histamina v aortah. Pri aortah
je zaradi premajhne razred¢itve po izolaciji tkiv uspelo samo 5 meritev, in sicer dve iz

kontrolne skupine (1. skupina), ena iz skupine tretirane samo s histaminom (125 pg/kg) (2.
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skupina) ter dve iz skupine tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg)
(3. skupina). Zaradi premajhnega Stevila rezultatov so rezultati podani samo kot povprecja.

Vsebnost histamina pri kontrolnih aortah je 1,92 ug/g, pri 2. skupini 4,22 pg/g in pri 3.

skupini 2,82 pg/g.

Tabela 4.2: Koncentracije histamina [ug/g] v aortah podgan iz kontrolne skupine
(kontrola), v aorti podgane iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin)
in v aortah podgan tretiranih s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg)

(histamin+citalopram).
kontrola histamin histamin+citalopram
Pl [1,95]| P8 | 4,22 P6 2,84
P2 | 1,89 P9 2,80
|POVPRECJE 1,92 4,22 2,82
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Slika 4.1: Koncentracije histamina v aortah podgan iz kontrolne skupine (kontrola), v
aorti podgane iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in v aortah
podgan tretiranih s citalopramom (1 mg/kg)
(histamin+citalopram). (povprecna vrednost; kontrola, n = 2; histamin, n = 1;

histamin+citalopram, n = 2)

histamin

histamin+citalopram

in histaminom (125 pg/kg)




28

Pirc A. Vpliv citaloprama na porazdelitev apliciranega histamina pri podgani.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2006

4.2.2 Slinavka

Koncentracije histamina v slinavki znaSajo pri 1. skupini podgan 7,56 + 1,23 ug/g, pri 2.
skupini 17,67 + 1,57 pg/g in pri 3. skupini 17,19 + 2,40 pg/g (Slika 4.2). Izracunana
vrednost p je manjSa od 0,05 pri primerjavah kontrolne skupine z ostalima dvema (1. z 2.

inl.z3.).
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Slika 4.2: Koncentracije histamina v slinavkah podgan iz kontrolne skupine (kontrola),
podgan iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in podgan tretirane s
citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg) (histamin+citalopram).
(povprec¢na vrednost + SEM; n = 3) *p < 0,05
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4.2.3 Pljuca

Koncentracije histamina v pljucih znaSajo pri 1. skupini podgan 8,09 + 0,18 ng/g, pri 2.
skupini 13,95 + 0,93 pg/g in pri 3. skupini 9,80 + 1,06 ng/g (Slika 4.3). Izracunana
vrednost p je manjSa od 0,05 pri primerjavi kontrolne skupine z 2. skupino, pri primerjavi

med 2. in 3. skupino je p 0,056.
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Slika 4.3: Koncentracije histamina v pljucih podgan iz kontrolne skupine (kontrola),
podgan iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in podgan tretirane s
citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg) (histamin+citalopram). (povprecna
vrednost £ SEM; n = 3) *p < 0,05
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4.2.4 Srce

Koncentracija histamina v srcu (ventrikel) znaSa pri kontrolni skupini podgan 3,07 + 0,35
ug/g, pri skupini tretirani s histaminom 5,97 + 0,63 pg/g in pri skupini tretirani s
citalopramom in histaminom 4,37 + 0,08 pg/g (Slika 4.4). Vrednost p je manjSa od 0,05 pri
primerjavah kontrolne skupine z ostalima dvema (1. z 2. in 1. z 3.), pri primerjavi med 2.

in 3. skupino je vrednost p 0,06.
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Slika 4.4: Koncentracije histamina v srcih (ventriklih) podgan iz kontrolne skupine
(kontrola), podgan iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in podgan
tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg) (histamin+citalopram).
(povprec¢na vrednost £ SEM; n = 3) *p < 0,05
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4.2.5 Jetra

Koncentracija histamina v jetrih znaSa pri kontrolni skupini podgan 1,39 + 0,13 ug/g, pri
skupini tretirani s histaminom 1,46 + 0,01 pg/g in pri skupini tretirani s citalopramom in
histaminom 1,06 £ 0,10 pg/g (Slika 4.5). Vrednost p je manjSa od 0,05 pri primerjavi

kontrolne skupine s 3. skupino in 2. s 3. skupino.
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Slika 4.5: Koncentracije histamina v jetrih podgan iz kontrolne skupine (kontrola),
podgan iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in podgan tretirane
s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg) (histamin+citalopram).
(povprecna vrednost + SEM; n = 3) *p < 0,05
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4.2.6 Ledvice

Koncentracija histamina v ledvicah znaSa pri kontrolni skupini podgan 0,97 + 0,08 pg/g,
pri skupini tretirani s histaminom 2,43 + 0,19 ug/g in pri skupini tretirani s citalopramom
in histaminom 1,72 + 0,20 pg/g (Slika 4.6). Vrednost p je manjSa od 0,05 pri primerjavi
kontrolne skupine z 2. skupino. Pri primerjavi med 1. in 3. skupino je vrednost p 0,058, pri

primerjavi med 2. in 3. skupino pa 0,10.
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Slika 4.6: Koncentracije histamina v ledvicah podgan iz kontrolne skupine (kontrola),
podgan iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in podgan tretirane s
citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pug/kg) (histamin+citalopram).
(povpre€na vrednost = SEM; n = 3) *p < 0,05
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4.2.7 Sapnica

Zanimale pa so nas tudi orientacijske vsebnosti histamina v sapnicah pri razli€nih
poskusih, zato smo pri eni podgani iz vsake skupine poleg drugih tkiv izolirali tudi
sapnice. Vsebnost histamina v sapnici podgane iz kontrolne skupine znaSa 16,12 ug/g, v
sapnici podgane iz 2. skupine 35,02 pg/g in v sapnici podgane iz 3. skupine 7,47 ug/g
(Slika 4.7).
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Slika 4.7: Koncentracije histamina v sapnicah podgane P7 iz kontrolne skupine
(kontrola), podgane PS8 iz skupine tretirane s histaminom (125 pg/kg) (histamin) in
podgane P9 tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg).
(histamin+citalopram).
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4.3 HISTOLOSKE SPREMEMBE TKIV

Poleg vsebnosti histamina v razli¢nih tkivih nas je zanimal tudi vpliv razli¢nih poskusov in
vivo na razlike v zgradbi tkiv med posameznimi skupinami Zivali. Zato smo poslali na
histoloski pregled slinavko in jetra podgane iz kontrolne skupine, podgane iz skupine

tretirane s histaminom in podgane tretirane s citalopramom in histaminom.

4.3.1 Slinavka

Tkivo slinavke podgane iz kontrolne skupine je intaktno, brez opaznih strukturnih

posebnosti in sprememb (Slika 4.8).

- B 4 ; '3

\ .'r . 5 o o
Slika 4.8: Histoloski preparat slinavke podgane iz kontrolne skupine. Vidni so
svetli mukozni tubuli (M) in StevilnejSi albuminozni tubuli (A). (barvanje

hematoksilin eozin — HE)
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V tkivu slinavke podgane tretirane s histaminom (125 pg/kg) je bilo v pregledanem vzorcu
Stevilo celic manjSe. V primerjavi s podgano iz kontrolne skupine so celice izgubile
zrniCavost in imajo skréena jedra. Struktura mukoznih delov je rahla, citoplazma prazna
(Slika 4.9). Ponekod na preparatu je bilo videti, kot da bi mukozne celice mnoZi¢no
propadle. Vzrok bi lahko bila apoptoza. Slika je v dvakrat manjSem merilu, da se

spremembe bolje vidijo.

Slika 4.9: Histoloski preparat slinavke podgane tretirane s histaminom (125 pg/kg).
Mukozni tubul — M; albuminozni tubul — A; vakuolizirana citoplazma
albuminoznih celic — V; izguba zrnicavosti mukoznih celic — 1Z; izguba jeder
mukoznih celic — J; pilnoti¢no, skréeno jedro mukozne celice — SJ; Zila - Z.
(barvanje hematoksilin eozin — HE)

Ceprav so ponekod $e vedno vidne enake strukturne spremembe kot pri podgani, ki je
dobila samo histamin, je tkivo slinavke podgane tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in
histaminom (125 pg/kg) zopet bolj podobno tkivu podgane iz kontrolne skupine.

Citoplazme so ohranjene in tudi zrnicavost se lepo vidi (Slika 4.10).
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Slika 4.10: Histoloski preparat slinavke podgane tretirane s citalopramom (1
mg/kg) in histaminom (125 pg/kg). Mukozni tubul — M; albuminozni tubul — A;
pilnoti¢no, skréeno jedro mukozne celice — SJ; izguba jeder mukoznih celic — J;
7ila - Z. (barvanje hematoksilin eozin — HE)

4.3.2 Jetra

Pri kontrolni podgani je bilo jetrno tkivo intaktno.

Pri tkivu jeter podgane tretirane s histaminom (125 pg/g) je bilo opaziti simptome vnetja

(vnetnice).

Tkivo slinavke podgane tretirane s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg)
kaZe zelo majhne spremembe v primerjavi s kontrolo. Opaziti je bilo nekaj vnetnic, rahla

pomnoZitev Zol¢nih vodov in manjSa vakuolizacija jedra.



37
Pirc A. Vpliv citaloprama na porazdelitev apliciranega histamina pri podgani.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2006

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Ker smo poskuse izvedli in vivo, smo morali zagotoviti ¢imbolj podobne razmere, kar se tice
samih poskusov in stanja Zivali. FizioloSka stanja Zivali in s tem odzivi na poskuse se tekom
leta spreminjajo zaradi sprememb razli¢nih okoljskih dejavnikov in seveda zaradi staranja
zivali. Kljub razli¢nim starostim Zivali ob preparaciji in razlicnim datumom poskusov so
koncentracije histamina v tkivih znotraj posameznih poskusnih skupin dokaj podobne in
nobena vrednost bistveno ne izstopa. Ker so bile vse Zivali samcki, lahko izkljuéimo tudi
spolno razliko. Pri sapnici so vrednosti orientacijske, vendar so v diskusiji ravno tako
omenjane, saj nam dajo vseeno nek vpogled na dogajanje s histaminom pri razlicnih

poskusih.

PoviSanje koncentracije histamina je pri primerjavi med kontrolno skupino in skupino
podgan tretiranih s histaminom (125 pg/kg) prisotno pri vseh tkivih. Pri slinavki, pljucih,
srcu in ledvicah je porast koncentracije histamina statisticno znacilen. Edino pri jetrih sta si
koncentraciji histamina pri teh dveh skupinah podgan zelo podobni, kar bi lahko razlozili z
biotransformacijsko vlogo jeter v organizmu. Glede na to, da je v jetrih raziskanih tkiv ty,
histamina najmanjsi (Erjavec in Irman Florjanc, 1986), je moZen vzrok za tako majhno

povisanje koncentracije histamina v njegovi hitri razgradnji.

Pri primerjavi tkiv skupine podgan tretiranih s histaminom (125 pg/kg) ter skupine podgan
tretiranih s citalopramom (1 mg/kg) in histaminom (125 pg/kg) je pri vecini tkiv opaziti
tendenco k upadanju koncentracije histamina, ¢e so bile Zivali tretirane s citalopramom.
Statisticno znacilna (p < 0,05) je razlika samo pri jetrih. Pri pljucih, srcu in ledvicah je
vrednost p 0,06. Pri slinavki spremembe ni bilo. Pri aorti in sapnici rezultati kazejo na velik
upad koncentracije histamina pri Zivalih tretiranih s citalopramom, vendar je bilo Zivali
premalo za statisticno obdelavo. Pri sapnici in jetrih znaSa koncentracija histamina pri

Zivalih, ki so dobile citalopram, celo manj kot pri kontrolni skupini.
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Ce primerjamo kontrolno skupino in skupino podgan tretiranih s citalopramom (1 mg/kg) in
histaminom (125 pg/kg), pri vecini tkiv opazimo porast koncentracije histamina (aorta,
slinavka, pljuca, srce in ledvice), pri jetrih in sapnici pa upad koncentracije histamina.
Razlike v koncentracijah so statisticno znacilne pri slinavki, srcu in pri jetrih; pri pljucih in

ledvici znasa vrednost p 0,06.

Zivali 2. in 3. skupine smo tretirali z dokaj visoko koncentracijo histamina (125 pg/kg).
Mozno je, da je eksogeni histamin pri poskusnih Zivalih povzroc¢il motnje v delovanju
kardiovaskularnega sistema in dihal, zato bi te motnje lahko vplivale na porazdelitev
histamina. Ce bi bila znatno motena preskrba s krvjo, bi to opazili Ze pri 2. skupini.
Izkljuceno je, da bi te motnje vplivale na porazdelitev citaloprama, saj je bil apliciran 1 uro
pred aplikacijo histamina. Prav tako citalopram ne vpliva na delovanje histaminskih
receptorjev. Poskusa pri 2. in 3. skupini se razlikujeta samo v aplikaciji citaloprama pri 3.
skupini. Ce citalopram ne bi vplival na privzem histamina, bi bile vsebnosti histamina v
tkivih 3. skupine podgan podobne tistim iz 2. skupine. Ker kazejo vsebnosti histamina vecine
tkiv 3. skupine podgan upad glede na vsebnosti histamina v tkivih 2. skupine, lahko trdimo,

da citalopram vpliva na spremembe koncentracij histamina v izoliranih tkivih.

Raziskave vpliva antidepresivov (amitriptilin — TCA, sertralin — SSRI) na privzem
eksogenega histamina in vitro so pokazale, da oba antidepresiva povecata privzem
eksogenega histamina v krvnicke macke s tem, da je ucinek sertralina vecji od ucinka
amitriptilina (Rajtar, 2004). Doslej opravljene raziskave o vplivu antidepresiva
citaloprama (spada med SSRI) na kinetiko in privzem eksogenega histamina v krvi so tako
pri macki (Arko, 2004) kot pri podgani (Irman Florjanc in sod., 2004) pokazale, da je
delovanje citaloprama povezano s spremembami bazalne ravni endogenega histamina v
plazmi ter preprecitvijo porasta prostega histamina v plazmi po aplikaciji eksogenega
histamina. Nadaljnje raziskave so pokazale, da citalopram tako spremeni znacilnosti
membrane eritrocitov pri macki, da postane bolj prepustna, zaradi ¢esar se v celicah lahko

poveca koncentracija histamina in se tako prepreci porast v plazmi (Arko, 2004).

Glede na rezultate poskusov na krvi bi pri¢akovali, da bodo koncentracije histamina v tkivih

podgan tretiranih s citalopramom in histaminom bistveno vi§je kot v tkivih podgan tretiranih
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samo s histaminom, saj naj bi citalopram povecal prepustnost membran in tako povzrocil
ve€ji privzem histamina v tkiva. Vendar pa so naSi rezultati v nasprotju s pri¢akovanji
(delovno hipotezo), saj so pri vecini tkiv 3. skupine koncentracije histamina v tkivih niZje kot

pri 2. skupini, pri jetrih in sapnici pa celo niZje od kontrolnih koncentracij.

Glede na rezultate bi lahko sklepali, da citalopram zmanjSa privzem eksogenega histamina v
tkiva, vendar pri tem ne upoStevamo moznega vpliva antidepresiva na metabolizem
eksogenega histamina. Drugi argument, ki zelo zmanjSa verjetnost te razlage, so rezultati
tistih tkiv 3. skupine, kjer smo izmerili niZje vsebnosti histamina kot pri kontrolni skupini
(jetra in sapnica), kar bi pomenilo, da bi moral citalopram membrane narediti malodane
neprepustne oz. manj prepustne kot pri kontrolni skupini in bi v celicah potekala samo

intenzivna razgradnja histamina.

Delovno hipotezo smo postavili na podlagi raziskav delovanja citaloprama na membrane
eritrocitov. Predpostavljali smo, da na plazmaleme celic v tkivih antidepresiv deluje podobno
kot na membrane eritrocitov. Ena izmed moZnih razlag za dobljene rezulate bi lahko bilo
drugatno delovanje citaloprama na celice izoliranih tkiv zaradi druga¢nih lastnosti
membrane. Ta razlaga se zdi zelo malo verjetna. Membrane se v vecini osnovnih gradnikov
ujemajo, zelo raznoliki so samo membranski vkljucki (proteini, proteoglikani, glikoproteini
idr.). Lahko bi pricakovali velike razlike v vplivu citaloprama na privzem histamina v
posameznih tkivih, saj se tudi med tkivi s tako raznolikimi funkcijami plazmaleme zelo
razlikujejo. Vendar pa je pri naSem delu vecina tkiv pokazala enako tendenco k zmanjSanju

vsebnosti histamina.

Lahko sklepamo, da ima citalopram poleg pove€anja prepustnosti membran najverjetneje Se
nek dodaten ucinek. Poskusi in vitro pri podgani so pokazali, da antidepresivi (amitriptilin —
TCA, sertralin — SSRI) vplivajo na spros¢anje DAO iz tkiv pod vplivom heparina in lahko
povecajo ali zmanjSajo aktivnost encimov za razgradno histamina v odvisnosti od
koncentracije antidepresiva (Rajtar in Irman Florjanc, 2006). Zaradi ugotovljenega upada
koncentracije histamina pri zivalih tretiranih s citalopramom in histaminom v primerjavi z
zivalmi, ki so dobile samo histamin, sklepamo, da je najverjetneje priSlo do pospeSene

razgradnje histamina. Ta domneva se ujema z do sedaj opravljenimi raziskavami o vplivu
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citaloprama na prepustnost membrane, razloZi pa tudi pojav manjSih koncentracij histamina
v tkivih pri skupini tretirani s citalopramom in histaminom v primerjavi s skupino tretirano s

histaminom in pri sapnici ter jetrih celo v primerjavi s kontrolno skupino.

Naso domnevo, da citalopram vpliva na privzem eksogenega histamina v tkiva, potrjujejo
tudi histoloske preiskave, ki so pokazale, da pri Zivali tretirani s histaminom v primerjavi s
kontrolo nastopijo dobro vidne strukturne spremembe v tkivih. Glede na to, da se ti dve Zivali
razlikujeta samo v aplikaciji histamina, so spremembe Vv tkivih rezultat delovanja histamina.
V tkivih podgane tretirane s citalopramom in histaminom sta pregledani tkivi zopet bolj

podobna tkivom kontrolne Zivali.

Da histamin izzove bioloSki odgovor, se mora vezati na receptorje, ki so na povrSini
membran tar¢nih celic. Histamin, ki je privzet v celice, torej ne more aktivirati receptorjev in
izzvati fizioloSkega odziva. Citalopram skoraj nima ucinka na histaminske receptorje, vendar
je njegov protivnetni ucinek v tem, da gre preko bolj prepustne plazmaleme zaradi
koncentracijskega gradienta ve¢ histamina v celice in ga je manj v medceli¢nini. Ce bi
citalopram zmanjSal prepustnost plazmalem celic slinavke in jeter, bi moralo biti v
medceli¢nini veliko histamina in bi bili u¢inki na tkiva Zivali tretirane s citalopramom in
histaminom podobni u¢inkom na tkiva Zivali tretirane le s histaminom. Histoloske preiskave
potrjujejo, da je eksogeni histamin pri tkivih Zivali 3. skupine zaradi predhodne aplikacije
citaloprama iz medceli¢nine izginil in tako ni mogel povzrociti bioloSkih ucinkov oz. je bil

obseg le-teh veliko man;jsi kot pri Zivali iz 2. skupine.

Da bi lahko z vecjo gotovostjo rekli, kaj se je dejansko zgodilo z eksogenim histaminom, bi
morali poleg koncentracije samega histamina v tkivih spremljati tudi koncentracije njegovih
metabolitov. Smiselno bi bilo tudi preveriti vpliv citaloprama na delovanje encimov za
razgradnjo histamina, kar bi lahko storili z blokatorji obeh poti razgradnje histamina. Ce bi se
pokazalo, da bi bil porast pri podganah tretiranih s citalopramom in histaminom vecji kot pri
podganah tretiranih samo s histaminom, bi lahko dodatno preverili specifi¢nost citaloprama z

blokatorjem specifi¢nim za eno izmed metabolnih poti.
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5.2

SKLEPI

Citalopram vpliva na porazdelitev histamina v tkivih podgane.

Zelo verjetno ima citalopram poleg predhodno dokazanega vpliva na prepustnost

membran Se dodaten uc¢inek na metabolizem histamina.
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6 POVZETEK

Histamin je fizioloSko aktivni biogeni amin in ima pomembno vlogo pri alergijskih
reakcijah, uravnavanju izlo¢anja Zelod¢ne kisline ter kot Ziveni prenaSalec in tudi kot
modulator izloCanja ostalih Zivénih prenaSalcev. Ker novejSa dognanja o depresivnih
motnjah kaZejo na pomembno vlogo histamina pri nastanku depresije, je poznavanje vpliva
antidepresivov na farmakokinetiko histamina pomembno. Raziskave so pokazale, da
antidepresivi lahko spremenijo farmakokinetiko histamina, med njimi tudi citalopram, ki se
kot antidepresiv uporablja v humani medicini in po delovanju spada med selektivne
zaviralce privzema serotonina. Poskusne Zivali (macka, podgana), ki so pred intravensko
injekcijo histamina dobile citalopram, po aplikaciji histamina niso pokazale porasta
koncentracije histamina v plazmi, opazili pa so porast koncentracije histamina v celokupni
krvi, kar kaze na vecji privzem histamina v krvni¢ke. Meritve z elektroparamagnetno
resonanco so pokazale, da citalopram spremeni fluidnost membrane eritrocitov macke, kar
bi lahko vplivalo na privzem histamina v celice. Pri naSem delu smo Zeleli preveriti vpliv
citaloprama na porazdelitev apliciranega histamina v razli¢nih tkivih podgane. Poskusne
zivali smo razdelili na 3 skupine: na kontrolne podgane, podgane tretirane s histaminom
(intravensko, 125 pg/kg) ter podgane tretirane najprej s citalopramom (intraperitonealno, 1
mg/kg) in po eni uri s histaminom (intravensko, 125 ug/kg). 1z vseh Zivali smo izolirali 6
dobro prekrvljenih tkiv (aorta, slinavka - g. submandibularis, pljuca, srce, jetra in ledvice)
ter pri eni podgani iz vsake skupine Se sapnico. Vzorce smo nato homogenizirali, z
ekstrakcijo z organskimi topili izolirali histamin in s spektrofotometri¢no metodo dolocili
koncentracije histamina v tkivih. Nase meritve smo dopolnili tudi s histoloSkimi
preiskavami vzorcev jeter in slinavk iz vseh poskusnih skupin. Pri vseh tkivih skupine
tretirane s histaminom, razen pri jetrih, smo opazili moc¢an porast koncentracije histamina v
primerjavi s kontrolno skupino. Pri skupini tretirani s citalopramom in histaminom je v
primerjavi s kontrolno skupino prislo do porasta histamina pri vseh tkivih razen pri jetrih in
sapnici. Koncentracije histamina v ve€ini tkiv podgan tretiranith s citalopramom in
histaminom so bile niZje kot pri skupini, ki je dobila samo histamin. Na$i rezultati so
pokazali, da citalopram vpliva na farmakokinetiko apliciranega histamina in s tem na
koncentracije histamina v razli¢nih tkivih pri podgani. Znizanje koncentracije histamina v
tkivih Zivali, ki so dobile citalopram in histamin, v primerjavi z Zivalmi tretiranimi samo s
histaminom kazejo, da ima citalopram poleg ucinka na farmakokinetiko apliciranega
histamina najverjetneje tudi ucinek na biotransformacijo histamina, ¢esar pa pri nasem delu

nismo dokazovali.
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