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Histamin je biogeni amin in je znan kot primarni mediator pri alergijskih reakcijah. V mo`-
ganih ima funkcijo `iv~nega prena{alca. Raziskave na podro~ju farmakokinetike histamina
so pokazale, da antidepresivi spremenijo farmakokinetiko eksogenega histamina pri ma~ki
in podgani, in sicer zmanj{ajo porast koncentracije histamina v plazmi po vbrizganju ekso-
genega histamina, zaradi katerega se pri ̀ ivalih, ki niso tretirane z antidepresivi, pojavi mo~no
zvi{ana koncentracija histamina po intravenskem vbrizganju tega amina. Da bi ugotovili,
v kolik{ni meri pri spremembi kinetike eksogenega histamina zaradi delujo~ega antidepre-
siva sodelujejo krvne celice, smo naredili in vitro poskuse na ma~ji krvi. Po odvzemu krvi iz
ma~ke smo lo~ili plazmo od krvnih celic in celicam in vitro dodajali eksogeni histamin in
antidepresiva amitriptilinin in sertralin. Koncentracijo histamina v vzorcih smo dolo~ali sprek-
trofluorometri~no, metilhistamina pa s HPLC. Rezultati so pokazali, da tako amitriptilin kot
sertralin in vitro pove~ata privzem eksogenega histamina v krvne celice ma~ke. U~inek ser-
tralina na privzem histamina je ve~ji od u~inka amitriptilina.

ABSTRACT

KEY WORDS: histamine release – drug effects, histamine, amitriptiline, sertraline, cats

Histamine is a biogenic amine known as a primary mediator of allergic reactions. In brain,
its role involves neurotransmission. Researches in the field of histamine pharmacokinetics
have shown that antidepressants modify the pharmacokinetics of exogenous histamine in cats
and rats. They decrease elevated histamine concentrations in plasma after an injection of
exogenous histamine. Consequently, animals which have not been treated with antidepres-
sants have significantly elevated histamine concentrations after an intravenous injection of
this amine. In order to determine the extent to which blood cells participate in the modifi-
cation of exogenous histamine kinetics, in vitro tests were performed on cat blood. After taking
blood samples, the plasma was separated from blood cells and exogenous histamine and two
antidepressants, amitriptyline and sertraline, were added to the blood cells in vitro. The con-
centration of histamine in the samples was determined spectroflourometrically, while
methylhistamine was determined using HPLC. The results indicate that both amitriptyline
and sertraline in vitro increase the reuptake of exogenous histamine in cat blood cells, although
the effect of sertraline is more significant than that of amitriptyline.

1 Simona Rajtar, univ. dipl. biol., mlada raziskovalka, In{titut za farmakologijo in eksperimentalno toksi-
kologijo, Medicinska fakulteta, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.

2 Delo je bilo narejeno pod mentorstvom prof. dr. Tatjane Irman - Florjanc in nagrajeno s Krkino nagrado
za {tudente v letu 2003.
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UVOD

Depresijo z nevrobiolo{kega vidika danes raz-
lagamo kot neravnovesje `iv~nega prenosa
v osrednjem ̀ iv~evju, ki nastane zaradi pomanj-
kanja monoaminskih `iv~nih prena{alcev
v dolo~enih delih mo`ganov, zlasti naj bi bilo
moteno delovanje noradrenalina in seroto-
nina (monoaminska hipoteza depresije). Vse
ve~ raziskav ka`e na to, da monoaminska hipo-
teza ni ve~ dovolj tehten argument za razlago
depresivnih motenj. Novej{e raziskave na
podro~ju nevropatologije in nevropsihiatrije pa
vse bolj uveljavljajo tudi hipotezo, da spreme-
njene ravni histamina v osrednjem `iv~evju
tehtno prispevajo k razvoju depresije. Endoge-
ni histamin v mo`ganih aktivira receptorje H1
in s tem povzo~i antidepresivne u~inke (1).
Poznavanje vpliva antidepresivov na farmakoki-
netiko histamina je pomembno za prou~evanje
depresivnih motenj.

BIOSINTEZA IN
BIOTRANSFORMACIJA
HISTAMINA

Histamin (4(5)-(2-aminoetil) imidazol) je
fiziolo{ko aktivni biogeni amin. Biosinteza
histamina poteka z dekarboksilacijo histidina
(nabita polarna aminokislina) pod kataliti~nim
vplivom encima histidin dekarboksilaze, ki je
odvisen od koencima PLP (piridoksal-5'-
fosfat) (2). Pri fiziolo{kem pH je histamin
v monokationski obliki, ki je sposobna vezave
na receptorje. V celicah je z elektrostatskimi
silami vezan na protein heparin (3).

Intravensko vbrizgani histamin hitro izgi-
ne iz obtoka in se v nekaj minutah pojavi
skoraj v vseh tkivih kot presnovek. Presnova
histamina poteka po dveh glavnih poteh:
z oksidativno deaminacijo in z metilacijo na
obro~u. Prisotnost dveh poti razgradnje je pri-
lagoditev, ki v primeru za~asne ustavitve
delovanja ene poti omogo~a razgradnjo hista-
mina po drugi poti. Obkrajni histamin se
presnavlja z deaminacijo in metilacijo, histamin
v mo`ganih pa se ve~inoma biotransformira
z metilacijo.

Oksidativna deaminacija histamina

Oksidativna deaminacija histamina s kisi-
kom, ki ga katalizira encim diaminooksidaza

(DAO), vodi v nastanek aldehida in nato
imidazolocetne kisline. V nadaljnji presnovi
se le-ta konjugira z ribozo in kot 1-ribozil-imi-
dazol-4-ocetna kislina, ki je bolj hidrofilna od
imidazol ocetne kisline, izlo~i z urinom. Pri
podganah in mi{ih je ta vrsta razgradnje
najpogostej{a. DAO spada v skupino baker
vsebujo~ih aminooksidaz. Encimi iz te skupi-
ne vsebujejo na aktivnem mestu ohranjena
aminokislinska zaporedja, ki so pomembna
za strukturo beljakovine in njeno kataliti~no
funkcijo, za delovanje pa je potreben tudi
kofaktor kinon (4). DAO je topen, obi~ajno
znotrajceli~ni protein, v pra{i~jih ledvicah in
~revesju ga najdemo tudi v celi~nih mehur~kih,
ki se nahajajo v neposredni bli`ini mem-
brane (5). V krvni obtok se sprosti ob indukciji
s heparinom (5). V ~love{kem DAO-genu so
dolo~ili pet polimorfnih oblik, te se pri vnet-
nih obolenjih razli~no izra`ajo (6). Aktivnost
DAO so izmerili v telesnih teko~inah, kot so
plazma, limfa in seme.

Metiliranje histamina

Drugi na~in je metilacija histamina, ki lahko
pote~e na du{iku, ki je na stranski verigi, ali
du{iku na telemestu imidazilovega obro~a. ̂ e
pote~e reakcija metilacije na stranski verigi,
nastane α-metilhistamin ali dimetilhistamin.
V primeru metilacije du{ika na telemestu
nastane presnovek telemetilhistamin. Reakcijo
metilacije katalizira histamin-N-metiltransfe-
raza (HNMT). Donor metilne skupine je
S-adenozil-L-metionin. Nastali telemetilhista-
min oz. metilhistamin je vmesni produkt, ki se
delno izlo~i iz telesa z urinom. V drugi stopnji
presnove se metilhistamin oksidira v metilimi-
dazolocetno kislino in se nato tudi izlo~i
z urinom. Reakcijo katalizirata encima monoa-
minska oksidaza B (MAO-B) ali (DAO).

HNMT je topen encim in se v mo`ganih
nahaja v citosolu nevronov in endotelijskih
celicah (7). V mi{jih sinaptosomih so ga na{-
li tudi kot membransko vezan encim (8). ^e
se v mo`ganih zni`a koncentracija histamina,
se posledi~no povi{a koncentracija metilhi-
stamina, razen tega zavora HNMT zvi{a
koncentracijo mo`ganskega histamina (8).

Porazdelitev histamina

Histamin najdemo pri ve~ini `ivalskih vrst.
Po telesu je porazdeljen v razli~nih tkivih
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v razli~nih koncentracijah, kar je povezano
z njegovo fiziolo{ko in patofiziolo{ko vlogo.
V tkivih sesalcev se koncentracije histamina
gibljejo od manj kot 1 μg/g tkiva do ve~ kot
100μg/g tkiva (9). Pri ~loveku se najve~ hista-
mina nahaja v ko`i, plju~ih in prebavnem
traktu.

V omenjenih tkivih se histamin nahaja
v mastocitih. Histamin, shranjen v masto-
citih, imenujemo mastocitni histamin.
V nekaterih tkivih histamin nastaja izven
mastocitov. Izvenmastocitni histamin je rah-
lo vezan, se neprestano spro{~a, zaloge pa so
odvisne od nastajanja in biotransformacije
histamina.

V krvi histamin v vi{jih koncentracijah
najdemo v bazofilnih granulocitih, trombo-
citih in eozofilnih granulocitih. Posamezen
mastocit vsebuje 0,1–0,2 molov histamina,
posamezen bazofilni granulocit pa okrog
0,01 molov histamina. Bazofilni granulociti
vsebujejo sekretorna zrnca, bogata s histami-
nom. V posameznem zrncu pride do biosinteze
histamina. Sekretorna zrnca najdemo tik
pod celi~no membrano in v bli`ini Golgijeve-
ga aparata (10).

V mo`ganih se histamin nahaja v masto-
citih in histaminergi~nih nevronih. Mastocite
najdemo v talamusu in hipotalamusu, prisotni
pa so tudi v duri, leptomeningah in horoid-
nem pleksusu. Kak{na je vloga mastocitov
v mo`ganih, {e ni popolnoma znano, naj-
verjetneje pa vplivajo na krvni pretok in
prepustnost mo`ganske pregrade za imunske
dejavnike.

Histaminergi~na vlakna so sestavljena
ve~inoma iz magnocelularnih nevronov (pri
podgani jih je okrog 2000) in se nahajajo
v posteriornem hipotalamusu, imenujemo
jih tuberomamilarno jedro. Histamin ima
kot `iv~ni prena{alec v mo`ganih razli~ne
vloge, sodeluje pri analgeziji, pri uravnavanju
ravnote`ja za vodo, pomemben je za vzdr-
`evanje telesne temperature. V vlaknih, ki
povezujejo cerebelum in hipotalamus, so
med drugimi prepoznali tudi histaminergi~-
na vlakna s H1-receptorji (11). Domnevajo,
da histamin sodeluje pri prenosu signalov
iz hipotalamusa do cerebeluma in je tako
vklju~en v nadzor avtonomnih in ~ustvenih
funkcij.

FARMAKOLO[KO DELOVANJE
ANTIDEPRESIVOV

Antidepresivi so u~inkovine, ki jih uporab-
ljamo pri zdravljenju depresije. V ~love{ki
medicini uporabljamo pri zdravljenju depre-
sije razli~ne antidepresive. Prva generacija
antidepresivov so tricikli~ni antidepresivi
s sr~no`ilnimi stranskimi u~inki, druga gene-
racija so bolj specifi~ni antidepresivi, netipi~ni
po zgradbi in z manj stranskih u~inkov. Do
sedaj znani vzrok depresije je pomanjkanje
`iv~nih prena{alcev v sinapti~ni {pranji.

Farmakolo{ko prijemali{~e antidepresivov
je sinapti~na {pranja. Antidepresivi zvi{ajo
raven `iv~nih prena{alcev v sinapti~nem
prostoru, in sicer tako, da:

• zavrejo njihovo razgradnjo (npr. zaviralci
momoaminske oksidaze – IMAO),

• zavrejo njihov ponovni privzem (sertralin
zavre ponovni privzem 5-HT, amitriptilin
zavre ponovni privzem NA in 5-HT),

• spremenijo ob~utljivost in {tevilo postsi-
napti~nih in predsinapti~nih receptorjev,

• agonisti~no delujejo skupaj s posamezni-
mi amini (12).

Vpliv antidepresivov
na farmakokinetiko
endogenega histamina

Pri podgani po intravenskem vnosu spro{~eval-
ca endogenega histamina (spojine 48/80)
koli~ina prostega histamina v plazmi mo~no
naraste. Nato se prosti amin izlo~a iz plazme
s hitrostno konstanto eliminacije 0,041 min–1.
^e podganam predhodno intraperitonealno
vbrizgamo tricikli~ni antidepresiv (amitrip-
tilin) in nato spojino 48/80, pa se konstanta
eliminacije pove~a (0,076 min–1) (13).

Vpliv antidepresivov
na farmakokinetiko
eksogenega histamina

Koncentracija eksogenega histamina v plaz-
mi zna~ilno mo~no naraste po intravenskem
vbrizganju, nato pa se histamin zelo hitro
izlo~i. ̂ e so podgani predhodno intraperito-
nealno vbrizgali tricikli~ni antidepresiv in
nato intravenozno histamin, se v prvem
merjenem vzorcu dve minuti po vnosu ekso-
genega histamina ni pokazal visok porast
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koncentracije histamina v plazmi (14). V pol-
ni krvi podgane pa se je pri ̀ ivalih, tretiranih
s tricikli~nim antidepresivom, koncentracija
histamina v primerjavi s kontrolnimi ̀ ivalmi
zvi{ala. Izlo~itev eksogenega histamina je
bila pri tretiranih `ivalih po~asnej{a.

Mehanizmi delovanja antidepresivov
na farmakokinetiko histamina

Na kak{en na~in tricikli~ni antidepresivi
spremenijo farmakokineti~ne zna~ilnosti
histamina, {e ni razjasnjeno. Mo`no je, da
amitriptilin spremeni porazdelitev histamina
v telesu podgane. Nekatere snovi, ki jih v kli-
ni~ni praksi uporabljamo kot antipsihotike
(klorpromazin), in antidepresivne substance,
npr. imipramin (tricikli~en antidepresiv),
vplivajo na membranske lipide, in sicer na fos-
fatidilholin, sfingomielin in holesterol (15).
Antidepresivi in antipsihotiki spremenijo
elektrostatske in hidrofobne sile lipidov, zato
postanejo membrane prepustnej{e.

Amitriptilin pri ~loveku vpliva na tesne
stike v endotelijskem gladkem mi{i~ju (16).
Pri bolnikih z amitriptilinskim zdravljenjem
so spremljali fiziolo{ke spremembe in spre-
membe oblike pri celicah endotelijskega
gladkega mi{i~ja. Celicam se je spremenila
prepustnost in fluidnost membranskega lipid-
nega dvosloja. Opazili so tudi zmanj{ano
elektri~no upornost lipidnega dvosloja. Pove-
~ano prevodnost in fluidnost membrane
pripisujejo delovanju amitriptilina (v prime-
ru prevelikih odmerkov) na tesne stike (16).
Amitriptilin pri prevelikem odmerku povzro-
~i propadanje plju~ (angl. adult respiratory
distress syndrome – ARDS), fiziolo{ki vzrok naj
bi bil po{kodovanje tesnih stikov v mi{i~nih
celicah endotelija (16).

V veliki meri pri privzemu eksogenega
histamina verjetno sodelujejo trombociti.
^love{ki trombociti imajo plazemski seroto-
ninski prena{alec in vezikularni monoaminski
prena{alec (17). Med sabo se razlikujeta tako,
da ima vezikularni monoaminski prena{alec
enako afiniteto do histamina, serotonina,
noradrenalina in dopamina, serotoninski pa
razli~no. Ugotovili so, da je gostota vezikular-
nih monoaminskih prena{alcev pri bolnikih
z depresijo ve~ja kot pri bolnikih, zdravljenih
z antidepresivi. Antidepresivi naj bi torej

zmanj{ali gostoto vezikularnih monoaminskih
prena{alcev (18).

Antidepresivi in drugi antipsihotiki vpli-
vajo na presnovo histamina v najve~ji meri
z zavoro MAO. Poznamo skupino antidepresi-
vov, ki selektivno zavirajo MAO, npr. fluksetin,
norfluksetin (19). Tricikli~ni antidepresivi, ki
neselektivno zavirajo ponovni privzem sero-
tonina in noradrenalina, imajo tudi afiniteto
do MAO in kompetitivno zavirajo njeno delo-
vanje. MAO se v mo`ganih pojavlja v dveh
oblikah MAO-A in MAO-B. Razli~ni tricikli~-
ni antidepresivi imajo razli~no afiniteto do
MAO-A in MAO-B pri razli~nih `ivalih (20).
Zaviralci MAO in tricikli~ni antidepresivi so
antidepresivi prve generacije in poleg delova-
nja na serotonin in noradrenalin delujejo
tudi na histaminergi~ne in holinergi~ne siste-
me in s tem povzro~ajo neza`elene stranske
u~inke, kot so pove~anje telesne te`e, suha
usta in vrtoglavica (21).

HNMT najdemo v razli~nih tkivih, jetrih,
mo`ganih, ledvicah, plju~ih, prebavni sluzni-
ci in eritrocitih. Aktivnost HNMT je najve~ja
v jetrih; v plju~ih, mo`ganih in prebavni
sluznici pa je aktivnost {tirikrat manj{a od
aktivnosti HNMT v jetrih (22). Najbolj znani
zaviralci HNMT so antimalariki. N-metil-
transferazo inhibirajo tudi antipsihotiki, ki
so po zgradbi podobni antimalarikom (23).
Tetrahidroakridin, ki ga uporabljamo pri
zdravljenju Alzheimerjeve bolezni, zavira
HNMT v mo`ganih pri podganah. Nekateri
netipi~ni nevroleptiki v mo`ganih mi{i akti-
virajo delovanje mo`ganskih histaminergi~nih
nevronov in posledi~no zvi{ajo koncentracijo
telemetilhistamina (24).

NAMEN IN HIPOTEZI

Namen raziskave je bil ugotoviti, ali imata
zdravili amitritptilin in sertralin, ki se v ~lo-
ve{ki medicini uporabljata kot antidepresiva,
po inkubaciji s histaminom vpliv na priv-
zem in spreminjanje koncentracij histamina
v krvnih celicah. Preverjali smo hipotezo:
amitriptilin in sertralin v in vitro poskusih pove-
~ata privzem eksogenega histamina v krvne
celice ma~ke in zmanj{ata biotransformaci-
jo v teh celicah.
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METODE IN MATERIALI

Biolo{ki material

Pri in vitro poskusih smo uporabljali kri
doma~e ma~ke (lat. Felis domestica). Ma~ke
smo anestezirali z odmerkom domitirja in
ketanesta. Anestezirani ma~ki smo s topo pre-
paracijo v levem stranskem vratnem kotu
osamili jugularno veno, v desnem pa skup-
no karotidno arterijo. V veno smo pritrdili
trokraki ventil in vbrizgali heparin. V arteri-
jo smo namestili plasti~no kanilo in 20 min
po dodatku heparina lovili kri v ~a{o.

V skladu z eti~nimi priporo~ili za biome-
dicinsko preizku{anje na `ivalih (Dolenc,
1993) smo {tevilo poskusnih ̀ ivali omejili; ~e
so se rezultati pri treh `ivalih/paralelkah
ujemali (standardna napaka povpre~ja –
SEM < 5 %), poskusov nismo nadaljevali.

Izvedba in vitro poskusa

Centrifugiranje

Kri, ki smo jo dobili iz ma~ke, smo razdelili
v osem plasti~nih epruvet, v vsako po 5 ml
krvi. Pred dodajanjem u~inkovin smo najprej
lo~ili plazmo od celic (razen pri {tirih vzorcih
iz drugega dela poskusa, kjer smo inkubira-
li celokupno kri). Celice smo od plazme lo~ili
z dvajsetminutnim centrifugiranjem pri
3200 obratih (2000 g), izmerjen volumen
plazme smo odstranili od celic (nad celicami
smo pustili do 500 μl plazme, ker se v tem
delu plazme nahajajo trombociti). Znani pro-
stornini celic smo dodali enak volumen
fosfatnega pufra (pH = 7,2).

Inkubacija krvnih celic

Prvi del in vitro poskusa:

Znani prostornini celic smo v epruveti dodali
enak volumen fosfastnega pufra (FP) (pH = 7,2),
narahlo pome{ali in zlili v erlenmajerice
v vodni kopeli pri 37 °C. Epruvete smo spra-
li {e z enim volumnom FP in zlili k celicam.
Vzorce smo najprej pet minut segrevali na
37 °C, nato dodajali ali fiziolo{ko raztopino
ali antidepresiv (10 μM). Vzorce smo pet
minut inkubirali pri 37 °C in jim nato doda-
jali fiziolo{ko raztopino ali histamin (40ng/ml
vzorca). Po naslednjih petih minutah inkuba-
cije smo vzorce postavili na led in jih 15 minut

centrifugirali na 3200 obratih pri 4°C. Po lo~i-
tvi celic od medija smo celicam dodali enak
volumen 1 M HClO4. Izmerjeni prostornini
brezceli~nega medija pa smo dodali polovi~-
ni volumen 2 M HClO4. Na ta na~in smo
povzro~ili razpad celice in oborili proteine.
Vzorce smo zamrznili pri –18°C. Za nadaljnjo
obdelavo smo jih odmrznili in centrifugirali
25 minut pri 3200 obratov ter supernatant
shranili pri –18 °C.

Drugi del in vitro poskusa:

Vzorec je predstavljal celokupno kri, ki smo
jo najprej pet minut segrevali na 37 °C, nato
pa na 20 sekund dodajali fiziolo{ko raztopi-
no ali antidepresiva (10 μM amitriptilin ali
sertralin). Vzorce smo pet minut inkubirali pri
37 °C in nato dodajali ali fiziolo{ko raztopino
ali histamin (40 ng/ml). Po drugi petminutni
inkubaciji smo s centrifugiranjem lo~ili plaz-
mo od celic, in sicer tako, da smo dobili:

1. plazmo, revno s trombociti (kri smo 20 minut
centrifugirali na 3200 obratih pri 4 °C).
2. plazmo, bogato s trombociti (kri smo 10 minut
centrifugirali na 1500 obratih (400g) pri 4°C).

Po lo~itvi plazme od krvi smo plazmi
dodali enak volumen 1 M HClO4. Na ta na~in
smo oborili proteine. Vzorce smo zamrzni-
li pri –18 °C. Za nadaljnjo obdelavo smo
jih odmrznili in centrifugirali 25 minut pri
3200 obratov ter supernatant shranili pri –18°C.

Analiza vzorcev

Koncentracijo histamina v vzorcih smo dolo-
~ali spektrofluorometri~no, koncentracijo
metilhistamina pa s HPLC. Za merjenje kon-
centracije histamina na sprektrofluorometru
smo histamin zgostili z OPT (o-ftalaldehidom).
Ker OPT reagira z razli~nimi primarnimi
amini, je zgostitev nespecifi~na za histamin.
Poleg tega so koncentracije histamina v plaz-
mi ma~ke zelo nizke. Zato smo morali vzorce
pred merjenjem histamina pre~istiti v dveh
stopnjah:

• s teko~insko kromatografijo na kolonah,
• z ekstrakcijo z organskimi topili (25).

^i{~enje s teko~insko kromatografijo

Pri teko~inski kromatografiji je bila stoje~a faza
ionski izmenjevalec Dowex (W 80). V posamezno
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kolono (1×2cm) za teko~insko kromatografijo
smo nanesli po 1 ml vodne suspenzije Dowe-
xa. Kolone smo sprali z 0,1M fosfatnim pufrom
(pH = 6,5), da smo stoje~o fazo uravnali pH
na 6,5.

Na kolone smo nanesli vzorec, ki je bil
umerjen na pH 6,5. Histamin in metilhista-
min smo iz stoje~e faze eluirali v epruvete
s 4 M HCl.

Ekstrakcija z organskimi topili

Vzorcu, ki smo ga ulovili iz kolon (pribli`no
3,5ml), smo dodali NaCl, 5M raztopine NaOH
in n-butanola. Tako pripravljeno me{anico
smo stresali 5 minut in jo nato centrifugirali
(5 minut pri 350 g). Butanolno fazo smo pre-
nesli v n-heptan in dodali 0,1MHCl; me{anico
smo tresli 5 minut in ponovno centrifugira-
li (5 minut pri 350 g) ter odlili zgornjo fazo;
v spodnji, vodni fazi je ostal histamin in
metilhistamin.

Kondenzacija in spektrofluorometri~no
dolo~anje koncentracije histamina,
merjenje metilhistamina s HPLC

Histamin ne vsrka ali oddaja svetlobe v spektru,
ki bi ga lahko uporabili za spektrofluorometri~-
no analizo, zato smo histamin zgostili z OPT,
da je nastal produkt, ki seva fluorescentno
svetlobo (izsevana svetloba), ~e ga vzpodbu-
dimo s svetlobo primerne valovne dol`ine
(vzbujevalna svetloba) (26).

Vzorca v 0,1 M HCl smo zme{ali z 1 M Na-
OH in dodali 0,5 % OPT, ki v bazi~nem okolju
tvori komplekse s histaminom. Flourescira-
jo~i kompleksi so obstojni v kislem pH, zato
smo na koncu zgostitve dodali 3 M HCl. Za
dolo~anje umeritvene krivulje smo naredili
standarde razli~ne koncentracije histamina.
Jakost fluorescence smo merili pri 450 nm
(izsevalna ali emisijska valovna dol`ina)
z vzbujanjem pri 360nm (vzbujevalna ali eks-
citacijska valovna dol`ina).

Metilhistamin smo merili s HPLC, pred-
hodno smo ga zgostili na prej opisan na~in.
Gibljiva faza je vsebovala fosfatni pufer, ace-
tonitril in metanol.

Statisti~no ovrednotenje

V okviru posamezne vrste poskusov smo
poskuse ponovili tri- do {tirikrat z vzorci po

dve paralelki, v enem poskusu izjemoma
v eni paralelki. Pri enem poskusu smo, zara-
di omejitve {tevila `ivali, poskus ponovili le
dvakrat. Dobljene koncentracije histamina
smo v rezultatih izrazili kot povpre~no vred-
nost±standardno napako povpre~ja (x±SEM)
iz treh do osmih statisti~nih enot.

Posamezne rezultate smo med sabo pri-
merjali s t-testom, ki temelji na Studentovi
porazdelitvi, prilagojeni na majhne statisti~-
ne vzorce. Za statisti~no zna~ilno smo vzeli
vrednost p < 0,05.

REZULTATI

Merjenje koncentracij histamina v krvnih
celicah, v brezceli~nem mediju in v plazmi

V prvem delu in vitro poskusov, pri kate-
rih smo prou~evali privzem histamina v krvne
celice, smo posebej dolo~ili koncentracijo
histamina v celicah in posebej v brezceli~nem
mediju. Izmerili smo tudi koncentracijo hista-
mina v plazmi, bogati s trombociti, in v plazmi
brez njih.

Koncentracije histamina
in metilhistamina v celicah

Rezultati (slika 1) prikazujejo porast histami-
na v celicah, podani na ml celic. V kontrolnem
vzorcu celic je bila koncentracija histamina
29,0 ± 4,1 ng/ml. ̂ e smo celicam dodali samo
eksogeni histamin (Hi), smo po petih minu-
tah inkubacije dolo~ili porast histamina za
10,4 ± 2,4 ng histamina/ml celic. Porast hista-
mina v celicah, ki smo jih predhodno
inkubirali z amitriptilinom in nato {e s hista-
minom (AMI + Hi), je bila 22,8 ± 1,5 ng/ml.
Med petminutno inkubacijo celic s histami-
nom naraste metilhistamin v celicah za
12,6 ± 1,5 ng/ml celic, manj metilhistamina
nastane v celicah, ~e so le-te preinkubirane
z 10 μM amitriptilinom. Metilhistamin v celi-
cah v tem primeru naraste za 7,6 ± 1,6 ng/ml
celic (slika 2).

Porast histamina
v brezceli~nem mediju

Po inkubaciji in po centrifugiranju vzorcev
smo tudi v brezceli~nem supernatantu dolo-
~ili koncentracijo histamina. V kontrolnih
vzorcih (tistih, ki smo jim dodali bodisi samo
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Slika 1. Porast histamina v vzorcih krvnih celic s predhodno inku-
bacijo z 10μM amitriptilinom (AMI + Hi) ali fiziolo{ko raztopino (Hi)
in po dodatku histamina (40 ng/ml celotnega vzorca) (Hi in
AMI + Hi) ter nadaljnji 5-minutni inkubaciji. (povpre~na vred-
nost ± SEM; n = 4). *p < 0,05

Slika 2. Porast metilhistamina v celicah s predhodno inkubacijo
z 10 μM amitriptilinom (AMI + Hi) ali fiziolo{ko raztopino (Hi)
in po dodatku histamina (40 ng/ml celotnega vzorca) (Hi in
AMI + Hi) ter nadaljnji 5-minutni inkubaciji. (povpre~na vred-
nost ± SEM; n = 4). *p < 0,05
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Slika 3. Porast koncentracije histamina (glede na kontrolni vzorec
brezceli~nega medija = 0,37 ng/ml medija) v vzorcih brezceli~ne-
ga medija s predhodno inkubacijo z 10μM amitriptilinom (AMI + Hi)
ali fiziolo{ko raztopino (Hi) in po dodatku histamina (40 ng/ml
celotnega vzorca) (Hi in AMI + Hi) ter nadaljnji 5-minutni inkuba-
ciji. (povpre~na vrednost ± SEM; n = 4). *p < 0,05

Slika 4. Porast koncentracije histamina (glede na kontrolni vzorec
plazme) v vzorcih z bogato in revno plazmo s predhodno inkuba-
cijo z 10 μM sertralinom (SER + Hi) ali fiziolo{ko raztopino (Hi)
in po dodatku histamina (40 ng/ml celotnega vzorca) (Hi in
SER + Hi) ter nadaljnji 5-minutni inkubaciji. (povpre~na vred-
nost ± SEM; n = 6). *p < 0,05

fiziolo{ko raztopino bodisi samo amitriptilin)
sta bili izmerjeni koncentraciji histamina
pod 1 ng/ml. Slika 3 prikazuje porast hista-
mina v dveh vzorcih brezceli~nega medija,
rezultati so podani v ng histamina na ml
medija. V vzorcih, ki smo jim med poskusom
dodali samo eksogeni histamin, je bila
koncentracija histamina 12,1 ± 0,2 ng/ml.
V vzorcih, ki smo jim predhodno dodali
amitriptilin, pa je bila po dodatku eksogenega
histamina izmerjena koncentracija histami-
na 7,6 ± 0,1 ng/ml.

Porast histamina v plazmi
revni s trombociti in v plazmi
bogati s trombociti

Da bi ugotovili, v kak{ni meri pri privzemu
eksogenega histamina sodelujejo trombociti,
smo inkubirali vzorce s celokupno krvjo. Po
inkubaciji in centrifugiranju smo dobili enkrat
plazmo, bogato s histaminom, in drugi~ plaz-
mo brez trombocitov (revna plazma). Izmerili
smo koncentracijo histamina v plazmi in
izra~unali porast koncentracije histamina
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glede na kontrolni vzorec plazme. Rezultate
smo podali v enotah ng histamina na ml plaz-
me (slika 4).

Revna plazma: porast koncentracije hista-
mina (8,94 ± 1,8 ng/ml) je bil s predhodno
inkubacijo s sertralinom (SER + Hi) in nato
{e s histaminom manj{i od porasta koncen-
tracije histamina po inkubaciji s histaminom
samim (Hi) (11,8 ± 2,1 ng/ml).

Bogata plazma: porast koncentracije hista-
mina (17,2 ± 1,7 ng/ml) je bil s predhodno
inkubacijo s sertralinom (SER + Hi) in nato
{e s histaminom ve~ji od porasta koncentra-
cije histamina po inkubaciji s histaminom
samim (Hi) (11,0 ± 2,6 ng/ml).

Primerjava vpliva razli~nih
antidepresivov na privzem
histamina v krvne celice

Poleg u~inka amitriptilina smo prou~evali tudi
in vitro vpliv sertralina, selektivnega zaviral-
ca serotoninskega privzema na privzem
histamina v krvne celice ma~ke. Po petminut-
ni inkubaciji celotnega vzorca s fiziolo{ko
raztopino (kontrola) ali sertralinom (AD in
AD + Hi) smo vzorce dodatno inkubirali {e
z dodanim histaminom (dodali smo 40 ng/ml
celic) (Hi in AD + Hi). Po zadnji inkubaciji
smo s centrifugiranjem lo~ili celice od medija
in dolo~ili koncentracijo histamina v celicah.
Izmerjene koncentracije histamina (podane
v celicah smo primerjali z rezultati, doblje-

nimi z amitriptilinom), (slika 5). Kontrolni
vzorec pri poskusu s sertralinom je enak
kontrolnemu vzorcu pri poskusu z amitrip-
tilinom. Koncentracija histamina v celicah, ki
smo jih inkubirali samo s sertralinom, je bila
45,4 ± 2,6 ng/ml. ̂ e smo celicam dodali samo
eksogeni histamin (Hi), smo po petih minutah
inkubacije izmerili 51,7±0,9ng histamina/ml,
~e pa smo celotni vzorec predhodno 5 min
inkubirali z 10μM sertralinom, smo po nadalj-
nji petminutni inkubaciji z eksogenim
histaminom na{li 73,1 ± 2,3 ng histamina/ml
(AD + Hi). Vsi rezultati so podani s povpre~-
no vrednostjo histamina ± SEM (standardna
napaka povpre~ja) v ng/ml celic.

RAZPRAVA

Za prou~evanje kinetike histamina in vpliva
antidepresivov na farmakokinetiko histami-
na smo izbrali in vitro model – kri ma~ke.
Raziskave na podro~ju farmakokinetike hista-
mina so bile najprej narejene na in vivo
modelu na podgani (9). Pozneje so ugotovili,
da so koncentracije histamina v krvi podga-
ne primerljive s koncentracijo histamina
v krvi ma~ke. Raziskave na ma~ki in podga-
ni so pokazale, da je tudi kinetika izlo~anja
histamina pri obeh `ivalih podobna. Zato so
nadaljnje raziskave o kinetiki histamina pote-
kale tudi na ma~ki (27, 28). Ugotovljeno je
bilo, da je primerneje raziskovati na ma~ki,
saj je zaradi ve~je mase in vsebnosti krvi pri
eni ̀ ivali mo`no dlje ~asa spremljati koncen-
tracijo histamina v krvi in tako natan~neje
dolo~iti farmakokineti~ne parametre. Poleg
tega poteka biotransformacija histamina
podobno kot pri ~loveku.

Raziskave na ma~ki in podgani so poka-
zale, da tricikli~ni antidepresivi (med katere
spada tudi amitriptilin) in SSRI (angl. Selec-
tive Serotonin Reuptake Inhibitor, med katere
spada sertralin) vplivajo na kinetiko eksoge-
nega histamina pri ma~ki in podgani (14, 28).
Raziskave so pokazale, da amitriptilin po
enkratnem odmerku in vivo zmanj{a porast
koncentracij histamina v plazmi in hkrati zvi-
{a koncentracijo histamina v celokupni krvi.
Ta u~inek je najbolj izrazit prvih pet minut
po vbrizganju eksogenega histamina v ma~-
ko. Da bi ugotovili, v kolik{ni meri pri opisanih
spremembah sodelujejo krvne celice, smo se
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Slika 5. Koncentracije histamina v vzorcih krvnih celic s predhod-
no inkubacijo z 10μM antidepresivom (AD in AD + Hi) ali fiziolo{ko
raztopino (FR) in po dodatku histamina (40ng/ml celotnega vzor-
ca) (Hi in AD + Hi) ter nadaljnji petminutni inkubaciji (povpre~na
vrednost ± SEM; n = 3). * p < 0,05
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odlo~ili za in vitro poskuse na ma~ji krvi.
Poskuse bi lahko delali tudi na krvi podgane,
vendar je in vitro poskus na ma~ki primer-
nej{i, saj smo morali zaradi kompleksnosti
raziskave naenkrat zastaviti ve~ vzorcev krvi
z razli~nimi dodatki, za kar potrebujemo
tudi zadostno koli~ino krvi.

V prvem delu poskusa smo preu~evali
privzem histamina v krvne celice in u~inek
amitriptilina (tricili~nega antidepresiva) na
ta proces (hipoteza 1). Vzporedno smo prou-
~evali spremembe, ko smo celicam v mediju
(fosfatnem pufru) dodajali fiziolo{ko raztopi-
no ali histamin ali antidepresiv ali antidepresiv
in histamin. Po inkubaciji in po lo~evanju celic
od medija smo dolo~ili koncentracijo histami-
na v celicah in mediju (slika 1 in 3). Rezultati
porasta koncentracije histamina v celicah (sli-
ka 1) ka`ejo ve~ji porast histamina v celicah,
inkubiranih z amitriptilinom in eksogenim
histaminom, kot v celicah, inkubiranih z ekso-
genim histaminom samim. Posledica ve~jega
privzema histamina v celice, na katere je
vplival amitriptilin, je ni`ja koncentracija
histamina v mediju tega vzorca kot v medi-
ju vzorca, ki smo mu dodali samo histamin
(slika 3). Sklepamo, da zaradi delovanja trici-
kli~nega antidepresiva histamin la`je prehaja
preko membrane v celice in ga po koncu inku-
bacije lahko dolo~imo v krvnih celicah.

O na~inu delovanja antidepresivov na
membrano celic iz na{ih rezultatov ne more-
mo sklepati. Histamin lahko v celice prehaja
s translokatorji histamina, zelo po~asi pa
tudi z difuzijo (30). V literaturi smo zasledi-
li, da nekatere substance, ki jih v klini~ni
praksi uporabljamo kot antipsihotike (klorpro-
mazin) in antidepresivne substance, npr.
imipramin (ki je kot amitriptilin tricikli~en
antidepresiv), kot smo `e prej omenili, vpli-
vajo na membranske lipide (15, 31). Ker je
imipramin po zgradbi zelo podoben amitrip-
tilinu, sklepamo, da verjetno tudi amitriptilin
podobno kot imipramin spremeni lastnosti
membran in eksogeni histamin la`e prehaja
preko membrane.

Razen tricikli~nega antidepresiva amitrip-
tilina smo uporabljali tudi serotonin, ki je
selektivni zaviralec serotoninskega privze-
ma (SSRI). Rezultati ka`ejo (slika 5), da tako
amitriptilin kot sertralin pove~ata privzem
histamina v krvne celice. U~inek sertralina na

spremembe eksogenega histamina je bil ve~-
ji od u~inka amitriptilina. Domnevamo, da
sertralin zaradi lipidotopnih zna~ilnosti bolj
kot amitriptilin vpliva na celi~no membrano
in/ali na histaminske translokatorje in posred-
no na privzem histamina. Domnevamo, da
krvne celice s privzemom histamina sodelu-
jejo pri zni`anju koncentracije histamina
v plazmi, ki jo v in vivo poskusih na ma~kah
opazimo pet minut po vbrizganju eksogene-
ga histamina `ivali, ki je bila predhodno
tretirana z antidepresivom.

Da bi natan~neje ugotovili, katere krvne
celice sodelujejo pri privzemu eksogenega
histamina, bi morali izolirano kri gradientno
centrifugirati in lo~iti posamezne tipe celic in
za vsak tip posebej prou~evati privzem hista-
mina. Tega dela poskusa nismo naredili.
Predpostavljamo pa, da so v in vitro posku-
sih za pove~an privzem eksogenega histamina
najbolj odgovorni trombociti in nevtrofilni
granulociti. Za nevtrofilne granulocite je
namre~ zna~ilno, da imajo nizko koncentra-
cijo endogenega histamina, imajo pa receptorje
za histamin in sposobnost privzema eksoge-
nega histamina (32). Mo`no je, da amitriptilin
z delovanjem na membrane nevtrofilcev {e
pove~a njihovo sposobnost privzema hista-
mina. Poskusi na eritrocitih ~loveka pa so
pokazali, da te celice lahko privzamejo hista-
min, vendar ga zadr`ijo le pribli`no 10 %.

V veliki meri pri privzemu eksogenega
histamina verjetno sodelujejo trombociti.
Trombociti lahko ve`ejo plazemski serotonin-
ski prena{alec in vezikularni monoaminski
prena{alec (17). Na pove~an privzem hista-
mina v trombocite zaradi delovanja sertralina
so pokazali poskusi, v katerih smo dolo~ali
histamin v plazmi, bogati s trombociti, in plaz-
mi, revni s trombociti (slika 4). V literaturi
smo zasledili, da imajo v in vitro poskusih
trombociti bolnikov z amitriptilinsko terapijo
ve~jo zmo`nost privzema histamina (in sero-
tonina) kot trombociti bolnikov, ki niso
tretirani z amitriptilinom (33). Iz objavljenih
podatkov in rezultatov na{ih poskusov skle-
pamo, da so v na{em primeru za pove~an
privzem histamina v celice odgovorni tudi
trombociti.

Privzem histamina v krvne celice, ki je
posledica delovanja amitriptilina ali sertrali-
na, je sicer opazen, je pa premajhen, da bi
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samo s privzemom histamina v krvne celice
lahko razlo`ili zni`ano koncentracijo eksoge-
nega histamina v plazmi pri in vivo poskusih
na z amitriptilinom tretiranih ma~kah. Po lite-
raturi sode~ lahko histamin prehaja tudi
v endotelij krvnih ̀ il, v mastocite in fibrobla-
ste (34, 35). Ugotovljeno je bilo, da amitriptilin
vpliva na tesne stike v ~love{kem endotelij-
skem gladkem mi{i~ju (16). Ali amitriptilin
pove~a privzem histamina tudi v omenjene
strukture, {e ni znano. Domnevamo lahko, da
amitriptilin z u~inkovanjem na membrano
endotelijskih celic, fibroblastov in mastocitov
pove~a privzem histamina tudi v druga tki-
va in tako zni`a koncentracijo eksogenega
histamina v plazmi.

Pri prou~evanju privzema eksogenega
histamina v krvne celice smo vzorcem dodali
to~no dolo~eno koli~ino histamina (40ng/ml =
100 %). ^e smo po inkubaciji celic z eksoge-
nim histaminom v celicah dolo~ili privzem
eksogenega, smo v celicah na{li 27 % od 40 ng
dodanega histamina, v brezceli~nem mediju
pa je ostalo 28 % od dodanega histamina.
Ostalih 45 % dodanega histamina pa nismo
na{li ne v celicah in ne v mediju. Med samo
inkubacijo poteka v celicah tudi presnova
histamina, kar ka`ejo tudi rezultati na sliki 2.

Sklepamo lahko, da je v celicah potekla
metilacija, za katerega je potreben encim
metiltransferaza, ki ga najdemo tudi v eritro-
citih, {e zlasti pri ma~ki (29).

Ob prisotnosti antidepresiva pa smo
izmerili manj metilhistamina v celicah, zaradi
~esar domnevamo, da antidepresiv amitripti-

lin zavira encim metiltransferazo. Rezultati
ka`ejo, da je v na{ih poskusih hkrati potekal
privzem in biotransformacija histamina.

ZAKLJU^KI

1. Z in vitro poskusi smo pokazali, da razli~ni
antidepresivi, tricikli~ni (TCA) in selektiv-
ni zaviralci serotoninskega ponovnega
privzema (SSRI), pove~ajo privzem hista-
mina v krvne celice. U~inek TCA je bil
v na{ih poskusih manj{i od u~inka SSRI.

2. Koncentracija eksogenega histamina se
med inkubacijo zni`a.

3. Amitiptilin in sertralin v krvnih celicah
ma~ke in vitro zavreta biotransformacijo
eksogenega histamina.
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