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Vpliv fluvoksamina in maprotilina na spro$éanje in
farmakokinetiko histamina pri podgani in vivo*

The influence of fluvoxamine and maprotiline on the
release and kinetics of histamine in the rat in vivo*

Borut Jug**

Kljuéne besede

histamin spro$c¢anje — ucinki zdravil
fluvoksamin

maprotilin

podgane

lzvlecek. Antidepresivi prizadenejo farmakokine-
tiko histamina. Namen naSe razsikave je bil natan¢-
neje oceniti vpliv razliénih odmerkov antidepresivov
fluvoksamina in maprotilina na inducirano spros-
¢anje histamina in njegovo nadaljnjo eliminacijo ter
opredeliti, ali na eliminacijo vpliva prerazporeditev
histamina iz plazme v krvne elemente.
Podganam (n = 24) smo vbrizgali po dva enaka od-
merka antidepresiva v éasovnem razdobju 24 ur.
Uro po drugem odmerku antidepresiva smo i.v.
vbrizgali sproS¢evalec histamina — spojino 48/80
(0,05 ng/g) ali eksogeni histamin (10 nug/g). Zatem
smo iz skupne karotidne arterije odvzeli vzorce krvi
5in 15 minut po dodaku spro$¢evalca, da bi v njih
izmerili plazemske ravni histamina, oziroma 2 minuti
po vbrizgu histamina, da bi lahko lo¢eno analizira-
li koncentracijo histramina v plazmi in krvi. Koncen-
tracije histamina v vzorcih smo po dvostopenjskem
preciscevanju dologili spektrofluorometri¢no.
Oba antideperesiva sta zavrla poviSanje plazemske
ravni histamina zaradi delovanja spro$cevalca.
Povecale so se vrednosti hitrostnih konstant elimi-
nacije histamina. Po vbrizgu eksogenega histami-
na so bile njegove koncentracije v plazmi in krvi
podgan z antidepresivom nizje kot pri kontrolnih
podganah, ni pa se spremenilo razmerje histamin
v plazmi: histamin v Kkrvi.

Sklepamo, da antidepresiva zavirata inducirano
sprosc¢anje histamina in pospesita njegovo elimi-
nacijo. Domnevamo tudi, da pospesena eliminaci-
ja histamina ni posledica njegovega prerazporejanja
iz plazme v krvne elemente, pac pa ji verjetneje bo-
trujeta pospeseno presnavljanje in/ali vezava hista-
mina v druga tkiva. S tem lahko delno pojasnimo
nekatere kliniéne ucinke, ki jih imajo antidepresi-
vi na vnetne in alergi¢ne procese.
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Abstract. Antidepressants are known to influence
the kinetics of histamine. The purpose of this study
was twofold: to determine the influence of various
doses of antidepressants fluvoxamine and mapro-
tiline on induced histamine liberation and its further
elimination and to find out whether histamine elim-
ination is influenced by its redistribution from plas-
ma to blood.

Rats (n = 24) were pre-treated with two doses of
antidepressant at an interval of 24 hours. One
hour after the administration of the second dose of
antidepressants, the rats received histamine liber-
ator — compound 48/80 (0.05 ug/g) or exogenous
histmine (10 ug/g). Blood samples were taken from
the carotid artery at 5 and 15 minutes after the injec-
tion of the histamine liberator — for measurements
of plasma histamine levels, and at 2 minutes after
the injection of exogenous histamine —for separate
determinations of plasma and blood histamine lev-
els. After a two-step purification procedure, hista-
mine levels were measured by spectrofluorometry.
Both antidepressants inhibited the rise of plasma
histamine because of the effects of compound 48/80.
The study animals showed significantly higher val-
ues of elimination constants than controls. It is as-
sumed that antidepressants inhibit histamine libera-
tion and promote its elimination. Rats pre-treated with
antidepressants had lower plasma and blood hist-
amine levels after exogenous histamine injection than
control animals, while their plasma histamine/blood
histamine ratio did not change significantly.

We suppose that accelerated elimination of hista-
mine is not the result of its redistribution from plas-
ma to blood and blood elements but is rather the
consequence of increased metabolism of histamine
and/or its binding in other tissues.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Krkino nagrado za Studente v letu 1998.
**Borut Jug, $tud. med., Institut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo, Medicinska fakulteta, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
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Uvod

Histamin
Biosinteza, razgradnja in farmakokinetika histamina

Histamin (Hi, 4(5)-(2-aminoetil) imidazol) je biogeni amin. Nastane z dekarboksilacijo L-hi-
stidina, pretezno pod kataliti¢énim vplivom encima dekarboksilaze histidina (EC 4.1.1.22),
potreben pa je tudi koencim piridoksal-5'-fosfat (slika 1a) (7).

Hi se iz plazme eliminira zelo hitro, o¢iS¢evanje plazme poteka v dveh fazah — v prvi
(hitri) se Hi prerazporedi iz plazme (osrednji farmakokineti¢ni prostor) v tkiva (obrobni
farmakokineti¢ni prostor), v drugi (poc¢asnejsi) fazi pa se Hi v perifernih tkivih razkroji (2, 3).
Njegova razgradnja poteka po dveh presnovnih poteh (slika 1b):

* oksidativho deaminiranje, ki ga katalizira diaminooksidaza (EC 1.4.3.6) in vodi v na-
stanek imidazolocetne kisline, ki se z ribozo konjugira v 1-ribozil-imidazol-4-acetat ter
v taksni obliki izlo¢i s seCem;

metiliranje dusika N, na imidazolovem obrocu, ki ga katalizira histamin-N-metiltrans-
feraza (EC 2.1.1.8); produkt reakcije je tele-metilhistamin, ki se z monoaminsko ok-
sidazo nadaljnje oksidira v metilimidazolocetno kislino in nato izlo¢i s seCem.

Porazdelitev histamina v organizmu

Hi je evolucijsko zelo ohranjen — zasledimo ga prakti¢no pri vseh zivalskih vrstah. V po-
sameznih tkivih je razliéno porazdeljen, kar je povezano z njegovimi fizioloSkimi in pa-
tofizioloSkimi funkcijami; najve¢ ga zasledimo v kozi, pljucih in Zelodcu (tabela 1).

V telesu vretencarjev se Hi nahaja pretezno v mastocitih (tkivni bazofilci), pa tudi v gib-
ljivih krvnih bazofilcih, ki so sicer malostevilni, a vsebujejo v fizioloSkih pogojih 88—-94 %
vsega Hi v krvi. Obe vrsti celic vsebujeta bazofilna metakromatska sekretorna zrnca,
v katerih je Hi ionsko vezan s heparini visoke molekulske mase (makroheparini; v ma-
stocitih vezivnega tkiva) ali redkeje hondroitinsulfatom (mastociti sluznic). Zrnca lahko
vsebujejo tudi beljakovine (npr. kemotakti¢ne dejavnike za eozinofilce in nevtrofilce, en-
cime, kot sta triptaza in himotriptaza ipd.) ali druge biogene amine — serotonin (5-HT)
pri glodalcih ali dopamin. Molarno razmerje Hi, heparina in drugih sestavin zrncje 1:3:6.
Posamezen mastociti vsebuje 0,1-0,2 pmol Hi, posamezen bazofilec pa okoli 0,01 pmol
Hi (11-14). Mastocitni Hi je vpleten predvsem v patoloSke procese.

Tabela 1. Koncentracije histamina v posameznih tkivih; primerjava med podgano in clovekom (4—10).

Tkivo Konc. pri podgani Konc. pri ¢loveku
Koza 27,4 p9/9 4,2-30,4 ng/g
Pljuca 5,4 ug/g 33,0 ug/g
Zelodec 19,4 ng/g 17,0 pg/g

Kri 49,0 ng/ml 50,0 ng/ml
Plazma 17,0 ng/ml 0,35 ng/ml
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Slika 1. Presnova histamina — (a) biosinteza in (b) razgradnja; DKH — dekarboksilaza histidina, HMT — hista-
minska metiltransferaza; DAO — diaminooksidaza; MAO — monoaminska oksidaza.
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V nekaterih tkivih (vrhnjica koze, sluznica Zelodca, osrednje zivEevije, celice obnavlja-
jo¢ega se ali hitro rastoega tkiva itd.) nastaja Hi izven mastocitov (izvenmastocitni hi-
stamin). V sluznici zelodca nastaja Hi v celicah, ki so podobne enterokromafinim
celicam, v osrednjem ziv€evju pa v histaminergi¢nih zivénih celicah. lzvenmastocitni Hi
je rahlo vezan in se neprestano spro$¢a, zato je njegovo presnovno obracanje hitro. Ima
fiziolosSko vlogo.

Sproscanje histamina

Hi se iz mastocitov in bazofilcev reaktivno sprosti zaradi razli¢nih imunoloskih in neimu-
noloskih spodbud:

e fizikalnih dejavnikov (poskodbe, spremembe temperature ipd.),

* vezave alergenov na predhodno senzibilizirani mastocit (prekrit s protitelesi IgE),

* delovanja anafilatoksinov (sestavin komplementa C3a in C5a),

* nevrokinih beljakovin (npr. snovi P, bradikinina, nevrokinina A),

* sprostitvenega hormona za kortikotropin (CRH),

e citokinov (npr. interlevkinov 1 in 8),

* nekaterih ucinkovin — npr. opioidov, d-tubokurarina, sestavin v strupih zuzelk (npr. melitina
iz Cebeljega strupa), anestetikov idr.,

e adenozina,

e prostih kisikovih radikalov, ki se spro$¢ajo med razgradnjo nekaterih u¢inkovin v ma-
stocitu,

* spojine 48/80, ki smo jo uporabili tudi pri nasih poskusih za spro$¢anje Hi iz masto-
citnih zalog (15-21).

Redkeje se Hi spros¢a iz mastocitnih zalog po¢asi in kontinuirano — tak$no obliko praz-
njenja zrnc opazimo pri vnetnih spremembah in zloCestih procesih. Dejavniki, ki spod-
bujajo sproS¢anje Hi iz mastocitov, ne vplivajo na obra¢anje izvenmastocitnega Hi (22).

Protitelesa IgE, ki nastanejo v sklopu humoralnega imunskega odziva na alergene, se
vezejo na receptorje za IgE, ki so na povrsini mastocitov (in bazofilcev) izjemno Stevil-
ni (10°%) — mastocit postane senzibiliziran. Zaradi ponovne izpostavitve alergenom in nji-
hove vezave na protitelesa IgE na senzibiliziranem mastocitu pride do pre¢ne povezave
protiteles na povr$ju mastocitov, kar vodi v zve€ano prepustnost celi€éne opne mastoci-
ta za kalcijeve ione (Ca**). Spojina 48/80 tudi zviSa koncentracijo Ca** v citosolu ma-
stocita, vendar tako, da sprosti Ca**iz znotrajceli¢nih zalog (najverjetneje endoplazemskega
retikuluma) (11, 12, 23).

ZviSana raven Cat**v citoplazmi vodi v degranulacijo mastocita — eksocitotiCno zlitje zrnc
s celiéno opno in poslediéno sprostitev predhodno sintetiziranih molekularnih posred-
nikov (Hi, 5-HT, kemotakti¢nih dejavnikov). Ca** naj bi v celici sprozil plaz reakcij, ki vo-
dijo v aktivacijo beljakovinskih kinaz in fosforilacijo beljakovin, ki so klju¢ne za zlitje zrnc
s celi¢no opno (mikrotubuli, mikrofilamenti, intermediarni filament vimentin ter nekate-
re sestavine citoskeleta, kot so fodrini o in B, ankirin ter aktin) (24, 25).

Aktivacija receptorjev s protitelesi IgE spodbudi tudi presnovo arahidonske kisline; njeni
presnovki (prostaglandini, levkotrieni, aktivacijski dejavnik za trombocite, Stevilni citokini)
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so pomembni molekularni posredniki, ki skupaj s Hi delujejo na krvozilje in gladko mi-
Si¢nino ter s tem vzdrzujejo vnetje (26).

Farmakoloski uéinki histamina

Histamin je avtakoid — biokemi¢ni posrednik, ki za razliko od hormonov deluje parakrino,
svojega farmakoloskega prijemalis¢a pa ne doseze po krvi, pac pa je njegovo delovanje
obi¢ajno omejeno na lokalno tkivo (npr. vneti¢e). Svoje ucinke sproza z vezavo na re-
ceptorje za Hi. Trenutno so poznane tri podvrste receptorjev za Hi: H,, H, in H, (11, 12),
novejSe raziskave pa predpostavljajo tudi obstoj znotrajceli¢nih vezavnih mest za Hi (27).
Vse tri podvrste membranskih receptorjev za Hi so sklopljene z beljakovino G: aktiva-
cija receptorja in posledi¢na aktivacija beljakovine G vodita v plaz znotrajceli¢nih reak-
cij, ki jim sledijo specifi¢ni bioloski odzivi.

Receptorji H, se nahajajo v gladkih miSicah Crevesja in dihalnih poti, v steni Zil in v osred-
njem Ziv€evju. Ob vezavi Hi na receptor H, se sproZi znotrajceli¢na obves¢evalna pot
fosforiliranih derivatov inozitola, ki preko specifiénih reakcij (mobilizacija znotrajceli¢nih
zalog Cat*, aktivacija specifi¢nih encimov, npr. beljakovinske kinaze C itd.) pripelje do
nih poti in sprememb v mikrocirkulaciji (razsiritev arteriol in skréenje endotela venul, ki
vodi v zve€ano prepustnost Zilja in edem), ki so odgovorne za vlogo Hi v zgodniji fazi
akutnega vnetja.

Receptorji H, se nahajajo na parietalnih celicah zelod¢ne sluznice, v gladki misicnini
tor H, se aktivira beljakovina G in z njo adenilatna ciklaza, zaradi Cesar se zvisa zno-
trajcelicna raven cAMP. Bioloski odgovor se kaze kot povecano izlo¢anje zelodénega
misice (ki utegne biti delno kompenzatorna posledica padca krvega tlaka zaradi vazo-
dilatacije, povzrocene prav z uCinkovanjem Hi). Hi preko receptorjev H, uravnava pre-
snovo mascob in povratno zavira spros$¢anje Hi iz bazofilcev.

Receptorji H, so znadilni zlasti za osrednje zivCevje, kjer se nahajajo presinapticno. Nji-
hova vloga je povratno zaviranje prozenja histaminergi¢nih nevronov in spro$¢anja Hi
kot zivénega prenasalca v sinapti¢no Spranjo, pa tudi uravnavanje sinteze Hi.

Hi je vpleten v Stevilne patofizioloSke procese: kljuéno vlogo ima v zgodnji fazi akutne-
ga vnetja in pri imunskih preobcutljivostih tipa | po Coombesu (atopijah), kot so alergic¢-
na astma, seneni nahod in koprivnica. Hi je endogeni algogen, saj zniza prag za
prozenje bolecinskih zivénih konc&iev. ZviSane ravni Hi belezimo pri mastocitozi, histi-
dinemiji, pravi policitemiji, kroni¢nih mieloi¢nih levkemijah in drugih tumorskih ras¢ah.
Zvi8ana raven Hi v telesnih tekocinah povzro€a znacilne spremembe, ki segajo od koz-
nih reakcij (rdecina, koprivke, srbez) in sistemskih sprememb (povecano izlo¢anje ze-
lodénega soka, povecanje sréne frekvence z nevarnostjo fibrilacije prekatov, padec
arterijskega krvnega tlaka, anafilakti¢ni Sok) do smrti zaradi zastoja srca (28).
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Tabela 2. Farmakoloski ucinki histamina (Hi) glede na podvrsto receptorja za Hi in nahajalisce le-tega (GMC —
gladkomiSicna celica) (4, 11, 12).

Receptor Nahajalisce Bioloski odziv

H, GMC v steni zilja razsSiritev arteriol, zoZenje vegjih Zil
endotelij venul zvecana prepustnost zilja
GMC maternice kréenje maternice
GMC crevesja kréenje Erevesja
GMC dihalnih poti zozenje dihalnih poti
osrednje ziv€evje posinapti¢na aktivacija

H, parietalne celice Zelodca zvecano izloc¢anje zelodénega soka
GMC stene zil razSiritev zil
glomeruli glomerulna filtracija
sréna misica zvec€ana kontraktilnost srca
mascobne celice uravnava presnovo mascéob
osrednje ziv€evje posinapti¢na aktivacija

H, osrednje ziv€evje predsinapti¢no zaviranje

Fluvoksamin in maprotilin
Nevrofarmakoloska razlaga depresivnih motenj

Fluvoksamin in maprotilin sta antidepresiva (AD), ki se uporabljata pri zdravljenju de-
presivnih motenj razpolozenja in drugih psihiatriénih stanj (tesnobnosti, stresnih in so-
matoformnih motenj, osebnostnih motenj, motenj hranjenja, migren, kroni¢nih bolecin
idr.). Po nekajtedenskem jemanju AD se stanje izbolj$a 70-85 % bolnikom, kar je v pri-
merjavi z bolniki, ki so jemali placebo (15-40 %), pomenljivo (29). Kmalu po odkritju zdra-
vilnega ucinka AD, so njihovo sposobnost izboljSati razpolozenje pri osebah z depresijo
vzporedili s sposobnostjo AD, da zviSajo raven nekaterih Zivénih prenaSalcev v tistih po-
drocjih osrednjega Ziv€evja, ki so odgovorna za ¢ustvovanje in razpolozenje (30).

Depresijo z nevrobioloskega vidika danes razlagamo kot neravnovesje zivénega pre-
nosa v osrednjem ziv€evju. V ospredju je izravhoveSenje monoaminskih zivénih prena-
Salcev (monoaminska hipoteza depresije), zlasti naj bi bila motena dejavnost noradrenalina
(NA) in 5-HT (31), Ceprav se v strokovni literaturi pojavlja vse ve¢ domney, da so v na-
stanek in razvoj motenj razpolozenja vklju¢ene tudi spremembe v delovanju dopamina,
acetilholina, y-aminomaslene kisline ter nekaterih nevropeptidov (npr. CRH) (11, 32-34).
V zadnjem Casu se uveljavlja tudi hipoteza, da motene ravni Hi v osrednjem ziv€evju
tehtno prispevajo k razvoju depresije; Hi sam naj bi imel antidepresivne ucinke (35), do-
kazana je tudi povezava med delovanjem serotoninergi¢nega sistema in ravnjo Hi
v osrednjem zivCevju (36—-38). Hi je pomemben biogeni amin, ki utegne biti soudelezen
v nastanku depresije, zato je poznavanje vpliva AD nanj tudi s tega vidika pomembno.
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Monoaminska hipoteza Ze dolgo ni ve¢ zadovoljiva za razlago depresivnih motenj; nje-
no trdnost majeta ¢asovni zamik med zac¢etkom zdravljenja in pojavom zdravilnih u¢in-
kov AD (2—4 tedni) ter obstoj atipi¢nih AD, katerih mehanizem delovanja $e ni docela
pojasnjen (39).

Farmakolosko delovanje antidepresivov

Farmakolosko prijemalid¢e AD je sinapti¢na Spranja; AD zvi8ajo raven ziv¢énih prena-
Salcev v sinaptiCnem prostoru, in sicer tako, da

e zavrejo njihovo razgradnjo (npr. zaviralci monoaminske oksidaze — IMAO),

e zavrejo njihov ponovni prevzem (npr. maprotilin zavre ponovni privzem NA, fluvoksamin
pa 5-HT),

e spremenijo obcutljivost in Stevilo posinapti¢nih in predsinapti¢nih receptorjev in

* agonisti¢no delujejo skupaj s posameznimi amini (40).

Prve izboljSave klinicnega stanja bolnikov opazimo Sele po 2—4 tednih, za ta ¢asovni
zamik pa Se ni ustrezne razlage; domnevajo, da je zakasnjen antidepresivni ucinek po-
sledica dolgotrajnega prilagajanja pred- in posinapti¢nih receptorjev na spremenjene rav-
ni Zivénih prenasalcev (»uravnavanje navzdol« adrenergicnih receptorjev o, in B ter
serotoninergicnih receptorjev 5-HT,) (11, 29, 30, 32).

Obstaja vec razdelitev AD (tabela 3), v farmakologiji pa je najbolj uporabljena delitev gle-
de na farmakolosko prijemali§¢e zdravila, in sicer na:

 AD tricikli¢nega tipa (TCA; mednje sodi tudi maprotilin),

* selektivne zaviralce ponovnega privzema serotonina (angl. serotonin selective reuptake
inhibitors, SSRI; mednje sodi fluvoksamin),

* IMAO in

* ostale AD.

V kliniéni praksi se ¢edalje bolj uveljavljajo SSRI (42). Medtem ko je bil leta 1992 v Slo-
veniji najpogosteje predpisan AD maprotilin in so imeli ostali AD zanemarljivo vlogo, so
postali ze leta 1995 opazni SSRI (zlasti fluoksetin, pa tudi fluvoksamin), ¢eprav je bil
maprotilin $e vedno najpogosteje predpisan AD (43). Novejsi podatki, ki bi nam sluZili
za bolj tehtno oceno, nam niso dostopni.

Cedalje bolj poudarjeno viogo SSRI v psihiatriji gre pripisati dejstvu, da imajo SSRI manj
stranskih u€inkov kot starejsi TCA. Med stranskimi ucinki, ki jih navajajo bolniki, zdrav-
lieni s fluvoksaminom, so zlasti prehodna slabost, neje$énost, vznemirjenost in nespec-
nost, ni pa motenj uravnavanja dejavnosti srca in ozilja (aritmije, hiper- ali hipotenzije),
antiholinergi¢nih u€inkov ali pretirane jed¢nosti, ki jih zasledimo pri uporabi TCA,; fluvok-
samin ima tudi vecjo terapevtsko Sirino (44, 45). Maprotilin povzro¢a antiholinergi¢ne
ucinke, sedacijo, njegova terapevtska Sirina je primerljiva s terapevtsko $irino TCA, lah-
ko povzroc€a alergi¢ne izpuscaje in konvulzije. Je zelo dolgo delujo¢ AD (njegov razpo-
lovni ¢as je okoli 40 ur); maprotilin je tudi ucinkovitej$i od fluvoksamina pri zdravljenu
depresivnega sindroma, ki mu je pridruzena tesnobnost (46, 47) (tabela 4).
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Tabela 3. Razdelitve antidepresivov (AD). SSRI — selektivni zaviralci ponovnega privzema serotonina (angl.
selective serotonine reuptake inhibitors), IMAO — zaviralci monoaminske oksidaze, NA — noradrenalin, 5-HT —

serotonin (5-hidroksitriptamin) (11, 29, 30, 40, 41).

Merilo za razdelitev

Razdelitev

Primeri

Farmakolosko prijemaliSce

Mehanizem delovanja
(podrobnejsi farmakoloski)

Kemiéna struktura

Kliniéno u¢inkovanje

Zgodovinska

AD tricikliénega tipa

SSRI

IMAO
ostali AD

zaviralci ponovnega
privzema NA

SSRI

zaviralci ponovnega
privzema NA in 5-HT

AD, ki vecajo sintezo NA
AD, ki zavirajo
razgradnjo NA

AD, ki krepijo

delovanje NA

monocikliéni

biciklicni
tricikliéni

tetracikli¢ni

amitriptilinski tip
(sedativni AD)

dezipraminski tip
(timeretiki)

imipraminski tip
(timoleptiki)

AD prve generacije

AD druge in naslednjih
generacij

amitriptilin, doksepin,
klomipramin

maprotilin

fluoksetin, fluvoksamin,
sertralin

moklobemid

trazodon, mianserin,
viloksazin

maprotilin

fluoksetin, fluvoksamin
klomipramin, amitriptilin,
trazadon, doksepin
mianserin

moklobemid

bupropion

fluvoksamin, fluoksetin,
bupropion

trazadon, paroksetin
amitriptilin, desipramin,
klomipramin

maprotilin, mianserin

amitriptilin, doksepin
dezipramin, nortriptilin
imipramin, klomipramin
tricikliéni AD,

nereverzibilni IMAO

tertracikliéni AD,
reverzibilni
IMAO, SSRI
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Tabela 4. Primerjava fluvoksamina in maprotilina: delovanje, odmerjanje in stranski ucinki (30, 40).

Generi¢no Fluvoksamin Maprotilin
Tovarnigko ime Avoksin® Ladiomil®
Molekulska masa 434,4 313,9
Obicajni dnevni odmerek (mg) 100-200 100-150
Ekstremni odmerek (mg) 50-300 25-225
Oblika dajanja zdravila oralno oralno
Amin, na katerega vpliva serotonin noradrenalin
Afiniteta do receptorjev H, (Km) >10.000 nM 2nM
Sedacija 0/+ ++
Antiholinergi¢ni uéinki 0 ++
Hipotenzija 0 ++

Uc€inki na srce in ozilje 0 ++
Konvulzije 0 +++
Pridobitev telesne teze 0 +

Namen raziskovalne naloge

Namen na$e razsikave je bil natan¢neje oceniti vpliv razli¢nih odmerkov fluvoksamina
in maprotilina na inducirano spros¢anje Hi iz endogenih zalog in njegovo nadaljnjo eli-
minacijo ter opredeliti, ali na eliminacijo vpliva njegova prerazporeditev iz plazme v krv-
ne elemente.

Pri raziskavi smo preucili vplive naslednjih AD:

e fluvoksamin (Avoksin®; Krka, Novo mesto, Slovenija) in
 maprotilin (Ladiomil®; Pliva, Zagreb, Hrvaska).

Metode dela

Uporabiljeni pribor, kemikalije in uéinkovine

Pribor: steklovina (epruvete, ¢ase, buce, erlenmajerice, kolone), pipete in kapalke,
drobni kirurski pribor za oftalmoloSke posege, trokraki ventili, plasti¢ne kanile, brizgal-
ke, injekcijske igle.

Kemikalije: bidestilirana voda, natrijev hidroksid (NaOH; 1 M, 2M in 5 M), klorovodiko-
va kislina (HCI; 0,1 M, 1M, 2M, 3Min 4 M), perklorna kislina (HCIO,; 2M in 0,4 M), fosfat-
ni pufer (pH 6,5), n-butanol, heptan, orto-ftalaldehid (angl. orto-phtalaldehyde, OPT; 0,5 %
raztopina v metanolu), metanol, ionski izmenjevalec Dowex (Merk, Darmstadt, Nemcija).

Ucinkovine: fizioloska raztopina (0,9 % NaCl v vodi), heparin (ampule 25.000 IE/5 ml, Krka,
Novo mesto), uretan (20 % raztopina v fizioloSki raztopini), spojina 40/80 (0,05 pg/ul),
raztopine Hi (Sigma, St. Louis, ZDA) (iz osnovne raztopine 1 mg/ml smo pripravili nizje
koncentracije — standardne raztopine 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 1,5ng/ml, 4 ng/ml, 8 ng/ml in
12 ng/ml), antidepresiva fluvoksamin in maprotilin v fizioloski raztopini (velik odmerek
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fluvoksamina — 2,7 mg/kg oz. 6,2 x 10-° mol/kg, majhen odmerek fluvoskamina — 1,0 mg/kg
0z. 2,3 x 10® mol/kg, velik odmerek maprotilina — 2,0 mg/kg oz. 6,3 x 10" mol/kg, maj-
hen odmerek maprotilina — 0,3 mg/kg oz. 9,6 x 107 mol/kg).

Poskusne zivali

Pri poskusih smo uporabili 24 odraslih albino podganjih samic seva Wistar, ki so bile
tezke od 170 g do 405 g (povpre¢no 229,96 g). Poskuse smo dokong¢ali pri 21 podga-
nah; 3 podgane so med eksperimentalnim delom poginile; iz znakov (hiperpnoe, tahip-
noe in palpitacije) smo sklepali, da so poginile zaradi Sokovnega stanja (bodisi
anafilakticnega zaradi nefizioloSko povisanih ravni Hi bodisi hemoragi¢nega zaradi od-
vzema relativno velike koli€ine krvi).

Zivali smo stehtali in jim v potrebusniéno votlino vbrizgali odmerek AD, 24 ur kasneje
smo podgani ponovno vbrizgali enak odmerek istega AD. Trem podganam AD nismo
vbrizgali, ker smo jih uporabili za kontrolno skupino.

Zivali smo nato omrtviéili z vbrizgom 20 % uretana (0,5ml/100 g telesne teze). Cas do
nastopa kirurSke anestezije je bil v povprecju 7 minut, globino anestezije smo prever-
jali z ugotavljanjem refleksa o¢esne veznice. Omrtvi¢eno zival smo pritrdili na secirno
mizico. Poseg ni potekal v asepti¢nih pogojih, ker je Zival ob koncu poskusa poginila.
Med kirur§ko anestezijo smo v sprednjem vratnem predelu odprli polje podkozja in s to-
po preparacijo iz veziva v levem stranskem vratnem trikotniku osamili jugularno veno,
v desnem pa skupno karotidno arterijo. V obe zili smo vstavili plasti¢ni kanili in ju s su-
kanci pritrdili. Kanila, vstavljena v levo jugularno veno, je bila s trokrakim ventilom pri-
trjena na brizgalki s heparinom in spojino 48/80 oziroma eksogenim Hi. Arterijo smo
v zgornjem poteku prevezali s sukancem, v spodnji del smo vstavili kanilo in jo utrdili
ter prehodno zapirali s stiSCkom; izstopiS€e kanile smo usmerili v epruveto za lovljenje
vzorcev.

Podganam smo odvzeli po dva vzorca krvi, zato smo 55 minut po dodatku AD v vratno
veno skozi kanilo vbrizgali 0,5 ml heparina (7.500 IE/kg telesne teze) in tako preprecili
strjevanje krvi.

V poskusih na podganah st. 1-15, kjer smo preucevali vpliv AD na spro$¢anje Hiiz ma-
stocitnih zalog in kinetiko eliminacije Hi iz plazme, smo 5 minut po dodatku heparina
v veno vbrizgnili spojino 48/80 (0,05 ng/g telesne teze).

V dodatnih poskusih na podganah &t. 16—24 smo hoteli podrobneje preuciti vpliv AD na
prerazporejanje Hi po tkivih. Podganam smo v veno vbrizgali eksogeni Hi (10 ug/g te-
lesne teze) (slika 2).

Zaradi eksperimentalno povzroc¢enih patolo$kih ravni Hi v plazmi podgane sta zivali gro-
zili huda bronhokonstrikcija in odpoved dihanja, zato smo podgano traheotomizirali, da
smo ji omogocili prezivetje do odvzema zadnjega vzorca krvi.

V skladu z eti¢nimi priporo€ili za biomedicinsko preizku$anje na zivalih (48) smo $tevi-
lo poskusnih podgan omejili; €e so se rezultati pri treh zivalih ujemali (standardna na-
paka povprecja — S.E.M. < 15,0 %), poskusov nismo nadaljevali.
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a) AD 23 ur > AD 55 minut_ » heparin 5m|nu'(= 48/80 5m|nut=V5 15 mlnut= v,
V.,
b) AD —22U y ap SOMINUY, o arin —2MM Y o inut

/!
.

Slika 2. Shematski prikaz dodajanja ucinkovin poskusni Zivali. (a) — poskusi na podganah st. 1-15, kjer smo
preucevall vpliv antzdeprewvov (AD) na spro3canje histamina (Hi) zaradi delovanja spojine 48/80 na ma-
stocite in kinetiko njegove eliminacije; 5 in 15 minut po indukciji sproS¢anja smo odvzeli vzorca krvi (Vs in
Vish (b) dodatni poskusi na podganah $t. 16-21, kjer smo podrobneje preucevali vpliv AD na prerazpo—
re]an]e Hi iz plazme v kri poskusne Zivali; 2 minuti po dodatku eksogenega Hi smo podganam odvzeli vzor-
ca krvi za loceno analizo Hi v plazmi in krvi (V inV,.).

Odvzem in priprava vzorcev

V prvem nizu poskusov smo 5 in 15 minut po dodatku spro$cevalca Hi — spojine 48/80
iz skupne karotidne arterije odvzeli vzorce krvi za dolo€itev ravni Hi v plazmi.

V drugem nizu smo 2 minuti po vbrizgu zunajtelesnega Hi iz skupne karotidne arterije
odvzeli dva vzorca — v prvem vzorcu smo dolocali raven Hi v plazmi, v drugem vzorcu
smo dolocali koncentracijo Hi v krvi; iz rezultatov smo sklepali na preporazdelitev Hi v obeh
telesnih tekocinah.

Pri odvzemu vzorca smo zavrgli prvih nekaj kaplijc; pri predhodnih poskusih se je na-
mrec izkazalo, da stiS¢ek na zili najbrz poSkoduje njeno steno in sprosti Hi iz bazofil-
cev, kar potvori rezultate meritev (4).

Priprava plazme

Za analizo vzorca smo potrebovali vsaj 2—3 ml krvi, vecji odvzemi pa bi pomenljivo pri-
zadeli hemodinamiko pri podgani, kar bi bilo za na$ poskus nesprejemljivo, saj se rav-
ni Hi med hemoragi¢nim Sokom patolosko izravnovesijo (49, 50). Da bi preprecili taksSno
stanje, smo izgubljeno prostornino telesnih tekoc¢in nadomes¢ali s sprotno po¢asno in-
fuzijo fizioloSke raztopine po prvem odvzemu krvi.

Vzorce smo dvakrat centrifugirali (25 minut pri 3.200 obratih in dobljeni supernatant e
10 minut pri 10.000 obratih). Plazmi iz supernatanta smo dodali poloviéno prostornino
2M HCIQ,, da smo oborili beljakovine. Po centrifugiranju smo supernatant shranili pri —18°C
do nadaljnje analize.

Priprava krvi

Za analizo je zadostoval 1 ml krvi. Vzorcem smo takoj po odvzemu dodali enako pro-
stornino raztopine 1 M HCIO,, da smo oborili beljakovine. Vzorce smo dobro premesa-
li in jih zamrznili pri —18°C. Vzorce krvi smo nato odmrznili, jih centrifugirali (25 minut
pri 3.200 obratih) in jih zopet zamrznili. Vzorce smo Se enkrat odmrznili in centrifugirali
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(25 minut pri 3.200 obratih), supernatant pa shranili pri —18°C do nadaljnje analize. Na-
prej smo z vzorci za analizo Hi v plazmi in krvi postopali enako.

Analiza vzorcev

Hi smo kondenzirali z OPT, vendar je kondenzacija nespecificna, saj so koncentracije
Hi v plazmi podgane zelo nizke (tabela 1), OPT pa reagira tudi z drugimi amini (51). Za-
to je bilo pred kondenzacijo vzorce smotrno precistiti v dveh stopnjah:

¢ s tekocinsko kromatografijo na kolonah,
e z izluzenjem z organskimi topili (52).

Ciséenje s tekoéinsko kromatografijo

Pri tekocinski kromatografiji so bili nasi vzorci gibljiva faza, stacionarna faza pa je bil ion-
ski izmenjevalec Dowex.

Stacionarno fazo smo pripravili iz 250 g Dowexa, ki smo mu primesali 21 bidestilirane
vode. Ko se je Dowex usedel, smo vodo oddekantirali. Postopek smo ponovili Se enkrat.

Suhemu Dowexu smo nato dodali 112M NaOH in 30 minut mes$ali z magnetnim me-
Salom; Dowex se je nato usedel, topilo smo oddekantirali, Doweks pa spirali z bidesti-
lirano vodo do nevtralnega pH. Postopek smo ponovili z 11 2M HCI. Tako pripravljen
Doweks smo zme$ali z bidestilirano vodo v razmerju 1:2 in shranili pri +4°C.

V posamezno kolono za teko€insko kromatografijo smo nanesli po 1 ml te mesSanice.
Ko se je Doweks usedel, smo v vsako kolono dodali 12ml 0,1 M fosfatnega pufra, da
smo stacionarni fazi uravnali pH na 6,5.

Ko je iz kolone odtekel fosfatni pufer, smo vanje nanesli vzorec, ki smo mu predhodno
dodali 4 ml 0,4 M HCIO, in uravnali pH na 6,5. V koloni smo vse skupaj splaknili e z2ml
fosfatnega pufra. V kolone smo dolili 1 ml bidestillirane vode; ko je ta faza odtekla smo
dolili 5ml 1 M HCI in pocakali, da je odtekla iz kolone. V kolonah je ostal Hi. S stacio-
narne faze smo ga sprostilis 3ml 4 M HCI, ki smo jo ulovili v epruvete.

I1zluzenje z organskimi topili

Vzorcu, ki smo ga ulovili iz kolon (okoli 3ml), smo dodali 0,4 g NaCl, 2,7 ml 5M razto-
pine NaOH in 4,5 ml n-butanola. Tako pripravljeno meSanico smo stresali 5 minut in jo
nato centrifugirali (5 minut pri 3.200 obratih). 3,5 ml butanolne faze smo prenesli v epru-
vete s 700 ul 0,1 N raztopine HCI in 3,5 ml n-heptana; meSanico smo tresli 5 minut in
ponovno centrifugirali (5 minut pri 3.200 obratih) ter odsesali zgornjo fazo; v spodniji, vod-
ni fazi je ostal Hi.

Kondenzacija in spektrofluorometriéno dolo¢anje koncentracije histamina

Hi ne absorbira ali oddaja svetlobe v spektru, ki bi ga lahko uporabili za spektrofotome-
trino analizo, zato smo Hi kondenzirali z OPT, da je nastal produkt, ki seva fluorescent-
no svetlobo (izsevalna svetloba), ¢e ga vzbudimo s svetlobo primerne valovne dolzine
(vzbujna svetloba) (53).
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500 ul vzorca v 0,1 M HCI smo zmeSali s 100 ul 1 M NaOH in premesali, nato smo v ena-
kih ¢asovnih intervalih (5 sekund) dodajali 50 ul 0,5 % OPT. 4 minute po zacetku doda-
janja OPT smo vzorcu primesali 50 ul 3M HCI v enakih ¢asovnih intervalih. Pripravili smo
tudi standardne vzorce Hi (4, 8 in 12 ng/ml Hi za vzorce podgan &t. 1-15, kjer smo do-
lo€ali Hi v plazmi, ter 1, 2, 6 in 10 ng/ml Hi za vzorce iz dodatnega niza poskusov na
podganah &t. 16—24 — analiza Hi v krvi) in jih kondenzirali z OPT. Koncentracijo Hi v vzor-
cih smo izmerili s spektrofluorometrom. Jakost fluorescence smo merili pri 450 nm (iz-
sevalna valovna dolzina) z ekscitacijo pri 360 nm (vzbujna valovna dolzina).

Statisticno vrednotenje rezultatov

V okviru enega niza poskusov smo eksperimentalno delo ponovili na treh podganah.
Vrednost posamezne koncentracije Hi smo tako izraCunali iz 3 statisti€nih enot in jo izra-
zili s povpre€jem + standardno napako povprecja (x + S.E.M).

Posamezne rezultate smo med seboj primerjali s testom t, ki temelji na Studentovi po-
razdelitvi, prilagojeni za majhne statisticne vzorce (3 podgane). Za statistiéno pomen-
liivo smo vzeli vrednost p <0,05 (54, 55).

Izracuni

Plazemske koncentracije Hi 5 minuti po dodatku spojine 48/80 podganam, ki so preje-
le AD, smo primerijali z ravnjo Hi v vzorcih plazme kontrolnih podgan, ki niso dobile AD.
1z te razlike smo izra¢unali delez zaviranja poviSanja ravni Hi v plazmi (DZ) (56).

Copr —C
DZ ="' 75 «100%
Cspr

DZ smo izracunali kot koli¢nik med razliko koncentracij Hi 5 minut po sprostitvi pri pod-
ganah, ki so prejele AD (C,) in koncentracijo Hi 5 minut po sprostitvi pri podganah, ki
niso dobile AD (C
Kinetiko eliminacije smo ocenili iz spremembe ravni Hi v plazmi podgane med prvim in
drugim vzorcem — 5 in 15 minut po indukciji spros€anja Hi s spojino 48/80. Podgana je
majhna poskusna Zzival, zato smo ji lahko odvzeli le 2 vzorca krvi za analizo.

spr)'

Hitrost eliminacije Hi smo koli¢insko opredelili s hitrostno konstanto eliminacije (k,), ob
predpostavki, da nam organizem podgane predstavlja enoten farmakokineti¢ni prostor,
kar seveda okrni vrednost nasih izsledkov. Koncentracija Hi s Casom pada eksponent-
no (2), zato smo krivulje eliminacije prikazali kot odvisnost logaritmov koncentracij Hi
od Casa; slika 7 prikazuje eliminacijske krivulje (premice) Hi, katerih nakloni so ustrez-
ne Kk,

logCy5 —10gCsg
ke =—————

t,—t,
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Hitrostno konstanto eliminacje Hi izra¢unamo kot koli¢nik razlike logaritmov koncentra-
Cij 5 (log Cy) in 15 minut po sprostitvi Hi (log C,;) ter razlike ¢asov, ob katerih smo dov-
zeli vzorca (t, in t,).

Pri dodatnih poskusih smo podganam vbrizgali eksogeni Hi (odmerek 10ug/g telesne
teze) in jim 2 minuti zatem odvzeli vzorca krvi za lo€eno analizo koncentracije Hi v plaz-
mi in v krvi. Podgane §t. 16—18 so bile kontrolna skupina, saj jim predhodno nismo da-
li AD, medtem ko smo podganam §t. 19-24 24 ur in 1 uro pred dodatkom eksogenega
Hi vbrizgali odmerek AD. |z rezultatov smo izracunali delez kontrolne koncentracije (DKK),
iz katerega smo lahko ocenili vpliv AD na spremembo ravni eksogenega Hi v plazmi ozi-
roma Krvi.

DKk = Zan.
Hi

DKK je razmerje plazemskih koncentraciji Hi v plazmi po vbrizgu eksogenega Hi pri pod-
ganah, ki so predhodno dobile antidepresiv (C,;), in podganah, ki ga niso (C,,).

Izracunali smo tudi razmerje med koncentracijo Hi v plazmi in celokupno koncentraci-

jo Hivkrvi (Rpl/kri), s ¢emer smo ocenil razporejanje Hi iz plazme v kri in ovrednotili vpliv,
ki ga imajo AD na to prerazporeditev.

Cpi
Rpijkri = C—p

kri

Ry« J& razmerje koncentracij Hi v plazmi (Cm) in krvi (C
eksogenega Hi.

) Podgan 2 minuti po vbrizgu

Rezultati

Kontrolne meritve

V predhodnih poskusih je bilo dolo¢eno, da je koncentracija Hi v plazmi podgane 5 mi-
nut po intravenskem vbrizgu heparina 2,8 + 0,4 ng/ml (2); to vrednost imenujemo os-
novna raven.

V drugem sklopu kontrolnih poskusov sta bili dolo€eni koncentraciji Hi 5 in 15 po vbriz-
gu sproscevalca Hi — spojine 48/80. 5 minut po dodatku spojine 48/80 je bila koncen-
tracija Hi v plazmi podgane 22,46 + 0,712 ng/ml, po 15 minutah pa je raven Hi padla na
14,85 + 0,94 ng/ml; k, je 0,0414 + 0,003 min~" (57).

Te vrednosti smo uporabili za primerjavo z vrednostmi, ki smo jih dobili pri analizi vzor-
cev krvi podgan, ki so predhodno prejele AD; koncentracijo Hi v plazmi podgane 5 mi-
nut po sprostitvi Hi s spojino 48/80 (konc. Hi = 22,46 + 0,712 ng/ml) smo dologili za 100 %
(DZ je 0%). S tem smo tudi koli¢insko opredelili viogo AD pri zaviranju spro$¢anja Hi
in pri spremembi kinetike eliminacije Hi iz plazme podgane.
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Tabela 5. Ravni histamina (Hi) v plazmi kontrolnih skupin podgan, ki predhodno niso prejele antidepresi-
vov (AD). (A) osnovne ravni Hi pri podgani. (B) koncentracije Hi 5 in 15 minut po dodatku spojine 48/80.
C,in C,s— koncentraciji Hi v plazmi 5 in 15 minut po dodatku u¢inkovin; k- hitrostna konstanta elimina-
cije. Vrednosti so podane kot povpredje + standardna napaka povprecja.

Kontrolna skupina Uéinkovine C, (ng/ml) C,s (ng/ml) kg, (min")

(A) Brez AD in heparin 2,8+04 - -
sproScevalca

(B) Brez AD, heparin, 48/80 22,46 + 0,712 14,85+ 0,9 0,0414 + 0,003

s sproscevalcem

Za sklop dodatnih poskusov, pri katerem smo podganam vbrizgali eksogeni Hi (10 nug/g
telesne teze), smo izvedli kontrolni poskus na treh podganah, ki predhodno niso preje-
le AD. Plazemska koncentracija Hi je bila 2 minuti po vbrizgu Hi 62,97 + 8,99 ng/ml, ra-
ven Hi v krvi pa 118,75 + 27,48 ng/ml. Obe koncentraciji sta nam sluzili kot kontroli,
s katerima smo primerjali izmerjene vrednosti Hi v plazmi oziroma krvi tistih podgan, ki
so pred dodatkom eksogenega Hi prejele AD.

Spremembe v koncentracijah histamina 5 in 15 minut po dodatku spojine 48/80
pri podganah, ki so prejele antidepresiv

Pri podganah, ki so prejele fluvoksamin tako v velikem kot tudi v majhnem odmerku, je
bila raven Hi 5 minut po dodatku spro$cevalca (1,46 + 0,09 ng/ml oz. 8,96 + 0,75 ng/ml) po-
menljivo nizja kot pri kontrolni skupini podgan (22,46 + 0,712 ng/ml). DZ povi$anja kon-
centracije je bil 93,75 + 0,42 % pri visSjem 0z. 60,27 + 3,36 % pri manjSem odmerku (slika 3).

Tudi koncentracije Hi 15 minut po dodatku spojine 48/80 so bile pomenljivo nizje kot pri
kontrolni skupini podgan: 1,36 + 0,06 ng/ml pri velikem odmerku ter 7,21 + 0,89 ng/ml
pri nizkem. Pri podganah, ki so prejele velik odmerek fluvoksamina in pri katerih smo
nato inducirali sprostitev Hi, je bila njegova raven v obeh vzorcih celo nizja od osnovne
ravni Hi v plazmi (2,8 ng/ml) (tabela 6).

Konstanti eliminacije Hi iz plazme sta bili 0,0071 + 0,002 min~" za velik odmerek fluvok-
samina in 0,0220 + 0,005 min~' za majhen odmerek.

Tabela 6. Rezultati poskusov pri podganah, ki so 24 ur in 1 uro pred dodatkom spro$cevalca histamina —
spojine 48/80 prejele odmerek antidepresiva (AD). Podganam smo 5 in 15 minut po dodatku spojine 48/80
odvzeli vzorce krvi in v njih dolo¢ili koncentracije plazemskega Hi (Csin C ), v tabeli so koncentracije po-
dane s povprecjem * standardnim odklonom povprecja. DZ — dele? zaviranja spro$¢anja Hi; K, — konstan-
ta eliminacije Hi iz plazme poskusne Zivali

AD / odmerek C, (ng/ml) C,5 (ng/ml) DZ (%) K, (min~)

Fluvoksamin 2,7 mg/kg 1,46 + 0,09 1,36 + 0,06 93,75+0,42 0,0071 = 0,002
Fluvoksamin 1 mg/kg 8,96 = 0,75 7,21 £ 0,89 60,27 + 3,36 0,0220 + 0,005
Maprotilin 2 mg/kg 2,53 + 0,49 1,02 + 0,26 88,97 2,18  0,0920 + 0,015
Maprotilin 0,3 mg/kg 9,42 + 0,74 4,14 1,23 58,21 +3,32  0,0848 + 0,026
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Slika 3. Primerjava koncentracij histamina (Hi) 5 in 15 minut po dodatku spojine 48/80 pri kontrolni sku-
pini podgan, ki niso prejele AD, in podganah, ki so 24 ur in 1 uro pred dodatkom sproScevalca Hi prejele
odmerek antidepresiva (AD) — 2,7 mg/kg (6,2 x 10-° mol/kg) ali 1,0mg/kg (2,3 x 10 mol/kg) fluvoskamina
ter 2,0mg/kg (6,3 x 10 mol/kg) ali 0,3 mg/kg (9,6 x 10~ mol/kg) maprotilina. Prikazane so povprecne vred-
nosti (n = 3).
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Slika 4. Delezi zaviranja (DZ) porasta koncentracije histamina (Hi) pri podganah, ki so 24 ur in 1 uro pred
dodatkom sproscevalca Hi — spojine 48/80 prejele odmerek antidepresiva (AD) — 2,7 mg/kg (6,2 x 1075 mol/kg)
ali 1,0mg/kg (2,3 x 10° mol/kg) fluvoskamina oziroma 2,0 mg/kg (6,3 x 10%mol/kg) ali 0,3 mg/kg
(9,6 x 10~ mol/kg) maprotilina. Rezultati so predstavljeni kot povpredje + standarna napaka povprecja (n = 3).
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Slika 5. Hitrostne konstante eliminacije (k) histamina (Hi), spro3cenega s spojino 48/80 pri kontrolni sku-
pini podgan, ki niso prejele antidepresiva (AD), in podganah, ki so 24 ur in 1 uro pred dodatkom sprosce-
valca Hi prejele odmerek AD — 2,7 mg/kg (6,2 x 10 mol/kg) ali 1,0 mg/kg (2,3 x 1079 mol/kg) fluvoskamina
ter 2,0mg/kg (6,3 x 1075 mol/kg) ali 0,3 mg/kg (9,6 x 10”7 mol/kg) maprotilina. Rezultati so predstavljeni kot
povprecje + standardna napaka povprecja (n = 3).
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Slika 6. Upadanje plazemskih koncentracij histamina (Hi), sproSc¢enega s spojino 48/80 pri (a) kontrolni sku-
pini podgan, ki niso prejele antidepresiva (AD), (b) pri podganah, ki so 1 uro pred dodatkom sproSevalca
Hi prejele en odmerek 2,7 mg/kg fluvoskamina (57), ter (c) pri podganah, ki so odmerek 2,7 mg/kg fluvok-
samina prejele dvakrat, 24 ur in 1 uro pred indukcijo sproc¢anja Hi. Podane so srednje vrednosti (n = 3).
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Slika 7. Primerjava eliminacije histamina (Hi). Casovna odvisnost koncentracij histamina (Hi) po dodatku
spojine 48/80 pri kontrolni skupini podgan, ki niso prejele antidepresiva (AD), in podganah, ki so 24 ur in
1 uro pred dodatkom spro3cevalca Hi prejele odmerek AD — 2,7 mg/kg (6,2 x 109 mol/kg) ali 1,0 mg/kg
(2,3 x 10°mol/kg) fluvoskamina oziroma 2,0mg/kg (6,3 x 10-°mol/kg) ali 0,3 mg/kg (9,6 x 1077 mol/kg)
maprotilina. Podane so srednje vrednosti (n = 3).

Tudi maprotilin je tehtno vplival na ravni Hi. Velik odmerek maprotilina je povzro€il
88,97 + 2,18 % zaviranje povisanja koncentracije Hi v plazmi podgane 5 minut po do-
datku spojine 48/80, saj je bila raven Hi v plazmi tedaj 2,53 + 0,49 ng/ml. 15 minut po
sprostitvi Hi je bila njegova raven v plazmi 1,02 + 0,26 ng/ml. Obe koncentraciji sta tu-
di nizji od osnovne ravni Hi. Konstanta eliminacije je bila pri tem odmerku maprotilina
0,0920 + 0,015 min~".

Majhen odmerek maprotilina je povzro€il 58,21 + 3,32 % zavrtje povisanja koncentra-
cije Hi po sprostitvi s spojino 48/80; koncentracija 5 minut po sprostitvi je bila
9,42 + 0,74 ng/ml, 15 minut po sprostitvi pa 4,14 + 1,23 ng/ml. Konstanta eliminacije Hi
je pri podganah, ki so dobile majhen odmerek maprotilina, 0,0848 + 0,026 min~' (tabe-
la 6). Izsledki so grafi€éno ponazorjeni na slikah 3-7.

Spremembe v koncentracijah histamina v plazmi in krvi po dodatku
eksogenega histamina podganam, ki so prejele antidepresiv

V tabeli 7 so povzete koncentracije, izmerjene v krvi in plazmi 2 minuti po vbrizgu ekso-
genega Hi (10 ug/g) podganam, ki so 24 ur in 1 uro pred tem prejele odmerka 0,1 mg/kg
fluvoksamina in 0,3 mg/kg maprotilina.
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Tabela 7. Rezultati poskusov, opravljenih na podganah, ki so 24 ur in I uro pred vbrizgom eksogenega hi-
stamina (Hi) prejele antidepresiv (AD) — odmerek 1,0 mg/kg (2,3 x 10-° mol/kg) fluvoksamina oziroma od-
merek 0,3 mg/kg (9,6 x 10~ mol/kg) maprotilina. Podganam smo 2 minut po dodatku Hi odvzeli vzorce krvi
in v njih dolocili koncentracije Hi v plazmi (C ) in krvi (C, ). Rezultati so podani kot povprecje + standard-
na napaka povprecja (n = 3). DKK,, - dele? kontrolne koncentracije Hi v plazmi; DKK, ,— deleZ kontrolne
koncentracije Hi v krvi; R, i — razmerje koncentracij Hi v plazmi in krvi (delez plazemskega Hi glede na
celokupni Hi v krvi).

AD C,,(ng/ml) DK, (%) C i (ng/mi) DKK,, (%) R

Fluvoksamin1,0mg 11,26 +3,64 17,88 +5,78 16,26 +4,02 13,70 3,38 0,69 +0,13
Maprotilin 0,3mg 9,80x3,33 15,56 +5,28 14,17 1,77 11,94=1,49 0,68 +0,16

Tako pri podganah, ki so prejele fluvoksamin, kot pri podganah, ki so bile podvrzene od-
merku maprotilina, je bila plazemska koncentracija Hi pomenljivo nizja kot pri kontrolni
skupini (62,97 + 8,99 ng/ml). Plazemska raven Hi je bila pri podganah, ki so prejele flu-
voksamin, 11,26 + 3,64 ng/ml (DKK = 17,88 + 5,78 %), pri podganah, ki so prejele ma-
protilin, pa smo izmerili 9,8 + 3,33 ng/ml (DKK = 15,56 + 5,28 %) (tabela 7).

Tudi raven Hi v krvi je bila pomenljivo nizja kot pri kontrolnih podganah (118,75 + 27,48 ng/ml):
fluvoksamin je koncentracijo Hi znizal na 13,70 + 3,38 % kontrolne ravni, maprotilin pa
na 11,94 + 1,49 % kontrolne ravni. Koncentraciji Hi v krvi sta bili 16,26 + 4,02 ng/ml pri
fluvoksaminu in 14,17 + 1,77 ng/ml pri maprotilinu. Razmerje med plazemskim Hi in ce-
lokupnim Hi v krvi je bilo pri podganah, ki so dobile fluvoksamin, 0,69 + 0,13, pri pod-
ganah z maprotilinom pa 0,68 + 0,16 (tabela 7). Razlika med razmerjema je statisti¢no
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E W kri
2 80+
-
©
5 60 T
g
<
S 40+
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N

20 +

fluvoksamin 1,0 maprotilin 0,3 kontrola
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Slika 8. Primerjava koncentracije histamina (Hi) v plazmi in krvi 2 minuti po dodatku eksogenega Hi (10 11g/g)
pri kontrolni skupini podgan, ki ni prejela antidepresiva (AD), pri skupini, ki je prejela odmerek 1,0 mg/kg
(2,3 x 10-° mol/kg) fluvoksamina, in pri skupini, ki je prejela 0,3 mg/kg (9,6 x 107 mol/kg) maprotilina. Po-
nazorjene so povprecne vrednosti meritev (n = 3).
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Slika 9. Primerjava razmerij med koncentracijo histamina (Hi) v plazmi in celokupno koncentracijo Hi v kr-
vi 2 minuti po dodatku eksogenega Hi (10 ug/g) pri kontrolni skupini podgan, ki ni prejela antidepresiva (AD),
pri skupini, ki je prejela odmerek 1,0mg/kg (2,3 x 107° mol/kg) fluvoksamina, in pri skupini, ki je prejela 0,3 mg/kg
(9,6 x 10~ mol/kg) maprotilin. Ponazorjene so srednje vrednosti + standardne napake povprecja.

vakri

nepomembna (p > 0,05), njuna razlika z razmerjem pri podganah kontrolne skupine, ki
predhodno niso dobile AD (R_,, . = 0,54 +0,12), pa je zelo majhna. Izsledke smo gra-
ficno povzeli na slikah 8 in 9.

pl/kri

Razpravljanje

V raziskavi smo poskusali oceniti vpliv, ki ga imata AD flvuvoksamin in maprotilin na spros-
¢anje in kinetiko eliminacije Hi pri podganah in vivo. Poskusi in vivo omogoc¢ajo razélem-
bo farmakokineti¢nih parametrov in medsebojnega vpliva posameznih ucinkovin (AD in
Hi), kar je bil tudi namen na$e raziskave. Res pa je, da homeostatski mehanizmi delno
popacijo farmakoloske interakcije, zaradi motecega vpliva homeostaze tudi ne moremo
zanesljivo opredeliti, kako je do tak$nih interakcij med zdravili priSlo. Poskusi in vitro po-
nujajo natancnejsi vpogled v celiéne in molekularne mehanizme taks$nih interakcij, ven-
dar je projiciranje izsledkov iz strokovne literature, ki so bili dobljeni pri poskusih in vitro,
v dognanja nasih Studij zapleten.

Pri nasih poskusih smo uporabili premedikacijo (antikoagulacijsko zas¢ito — heparin, omr-
tvi€enje — uretan), ki pomenljivo vpliva na ravni Hi v organizmu poskusne Zivali. Hepa-
rin naj bi zavrl inducirano spros¢anje Hi (58, 59), sam pa povzro¢a spro¢anje Hi (60).
Tudi uretan spodbuja spro$¢anje Hi (61, 62), zato smo bili pri vrednotenju izsledkov pre-
vidni in smo pri vseh podganah postopali enako, da bi se izognili morebitnim potvorbam
rezultatov. Pazljivi smo bili tudi pri laboratorijskem delu; najbolj kocljiva faza je bil od-
vzem vzorcey, saj bi s fiziéno poskodbo Zile lahko sprostili mastocitni Hi in iznakazili iz-
sledke raziskave.

Na raven Hi vplivajo tudi pogoji poskusnega dela — koncentracije Hi so odvisne od tempe-
rature, plazemske ravni Hi cirkadiano nihajo, spreminjajo se tudi z letnimi ¢asi. Zunanje
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pogoje poskusov smo poskusili ¢&im bolj poenotiti: vzorce smo vedno odvzeli ob istem
¢asu dneva (9-10 ura zjutraj), temperatura okolja je bila dokaj stalna (T = 22 + 4°C).
Na koncentracije Hi vplivajo tudi razlike med posameznimi poskusnimi zivalmi — razli-
ke v aktivnosti encimskih sistemov za razgradnjo Hi (histaminska metiltransferaza, dia-
minska oksidaza, monoaminska oksidaza), prisotnost morebitnih preobcutljivosti (atopij)
in razli€na odzivnost posamezne podgane na stres (sproS¢anje CRH) so individualno
pogojene.

Na farmakokinetiko AD v organizmu poskusne Zivali vplivajo zlasti razlike v telesni tezi
in zgradbi. AD se v organizmu Siroko porazdelijo (63), vendar je za to potrebno primer-
no ¢asovno obdobje. Fluvoksamin oziroma maprotilin smo podgani vbrizgali 24 urin 1 uro
pred dodatkom spojine 48/80 oziroma eksogenega Hi. S tem smo dosegli, da se je AD
prerazporedil iz osrednjega farmakokineti€énega prostora v obrobnega. U¢inkovine smo
odmerijali glede na telesno tezo podgan, pri Cemer smo predpostavili, da se zdravilo pre-
razporedi po vsem organizmu poskusne Zivali enakomerno, kar pa se ne bi zgodilo, ¢e
AD ne bi imel ¢asa, da se iz plazme razSiri drugam po telesu. Podgane se v telesni te-
zi razlikujejo predvsem zaradi deleza mascobnega tkiva — tezje podgane imajo ve¢ mas-
Cevja (vecji obrobni farmakokineti¢ni prostor), prostornina osrednjega farmakokineti¢cnega
prostora pa se pri posameznih podganah ne razlikuje pomenljivo. Ker so odmerki nor-
mirani na telesno tezo, bi se AD, dodan le nekaj ur pred vbrizgom spojine 48/80 oz. ek-
sogenega Hi, pri podganah Se zadrzeval v osrednjem farmakokineti€nem prostoru ne
glede na telesno tezo in telesno zgradbo zivali. Plazemska koncentracija AD bi bila v tem
primeru pri bolj zamas&c&enih podganah, ki so na ra¢un vecje telesne teze prejele vedji
odmerek zdravila, visja — preiskovani vplivi AD bi zaradi tega bili navidezno (lazno) okrep-
lieni, to pa bi nas zavedlo v napaéno razlago izsledkov.

Vpliv antidepresivov na sproscanje histamina

Pri podganah §t. 1-15 smo s spojino 48/80 sprozili spro$¢anje Hi; vzorce smo odvzeli
5in 15 minut po dodatku spro$¢evalca. Ravni Hi so bile pri vseh podganah, ki so pred-
hodno prejele AD, statisticno pomenljivo nizje kot pri kontrolni skupini podgan (p <0,05).

Fluvoksamin je v velikem odmerku zmanjSal predvideno povecanje ravni Hi za
93,75 + 0,42 %, v majhnem odmerku pa za 60,27 %; DZ maprotilina v velikem odmer-
ku je bil 88,97 + 2,18 %, v nizkem pa 58,21 + 3,32 %. Pri velikih odmerkih fluvoksamina
in maprotilina so bile izmerjene koncentracije celo nizje od osnovne ravni Hi (2,80 ng/ml).

DZ je le posredni pokazatelj zaviralnega ucinka AD na spros¢anje Hi iz endogenih za-
log. Zaviranje spros$¢anja smo predpostavili, ker je bila plazemska koncentracija Hi po
sprostivi pri podgani, podvrzeni AD, nizja od priakovane (kontrolne). Ali gre res za za-
vrto sprosc¢anje, bi lahko potrdili le s poskusi na osamljenih mastocitih in vitro, kjer bi
sprosc¢anju Hi sledili z molekulami Hi, ki bi bile predhodno oznacéene z radioaktivnimi
izotopi.

Nizke ravni Hi in visoke vrednosti DZ lahko razloZimo s hipotezo, da AD zavirajo spros-
¢anje Hi iz mastocitov, kar potrjujejo rezultati razli¢nih raziskav, ¢eprav sam mehanizem
zaviranja $e ni natan¢no poznan. Ferjanova in sod. (64) so s poskusi in vitro pokazali,
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da je zaviralni u¢inek AD bolj poudarjen, ko v zunajceliénem okolju ni Ca**, sposobnost
zaviranja pa narasca z hidrofobnostjo molekule AD. AD so amfifilne spojine — imajo hi-
drofobni del (cikli¢no strukturo), ki se vklju€i v celi€no opno, in protonirani polarni del
(stransko verigo), ki naj bi tekmoval s Ca** za vezavno mesto na kalmodulinu in drugih
beljakovinah v celici. Potrjeno je bilo, da se nekateri AD vezejo na znotrajceli¢ne belja-
kovine, ki se sicer aktivirajo ob vezavi Ca**; s tem bi AD utegnili ovirati plaz znotrajce-
licnih reakcij, ki vodijo v degranulacijo mastocita (65). Mozno je tudi, da AD s samo
vkljucitvijo v celi€no opno prizadenejo delovanje nekaterih membranskih encimov (fos-
folipaze A, fosfolipaze C, beljakovinske kinaze C), ki so vklju¢eni v mehanizem spros-
¢anja mastocitnega Hi (64).

Zaviranje sprosc¢anja Hi bi lahko bilo tudi posledica precej$nje afinitete AD do receptor-
jev za Hi (66). Dokazano je bilo, da imajo nekateri AD zaradi afinitete do receptorjev za
Hi podobne lastnosti kot fenotiazinski antagonisti receptorjev H,, ki v nizkih koncentra-
cijah (do 1 mmol/l) zavirajo spro$¢anje Hi med preobcutljivostnimi reakcijami (67). Pri
nasih poskusih je takSna razlaga vprasljiva: fluvoskamin ima sicer precejsnjo afiniteto
do receptorjev za Hi, kar pa za maprotilin ne velja.

Tudi dognanja Purcella in sod. (68) so v skladu z naSimi izsledki. Potrdila so namrec,
da AD prizadenejo ponovni privzem 5-HT, ne ovirajo pa privzema Hi, katerega spros-
Canje je zaradi delovanja AD sicer prizadeto. Da AD vplivanjo na mehanizem inducira-
nega spros¢anja Hi in ne na osnovno raven Hi v plazmi, sklepamo iz rezultatov
preliminarnih poskuskov (69), pa tudi histomorfoloska analiza sproS€anja Hi iz masto-
citov ni dokazala, da bi AD sami vplivali na proces degranulacije (70).

1z podatkov o DZ za posamezne odmerke AD lahko ocenimo, da je vpliv, ki ga imata
preuc¢evana AD na (ne)sprosc¢anje Hi, odvisen od odmerka. Vec¢ja odmerka obeh AD
sta bolj zavrla poviSanje plazemske koncentracije Hi. Ocenimo lahko tudi, da velik od-
merek fluvoksamina bolj zavre predvideno povec€anje ravni Hi kot velik odmerek mapro-
tilina, vendar je razlika DZ majhna (4,36 + 2,18 %), Ceprav statisticno pomenljiva
(p<0,05). Primerjava zaviralnega uc¢inka majhnih odmerkov ni mogoca; razliki nista sta-
tisticno pomembni, poleg tega je v majhnem odmerku fluvoksamina 2,3 x 106 mol/kg te-
lesne teze poskusne Zivali, v majhnem odmerku maprotilina pa le 9,6 x 10~” mol/kg.

Rezultate, dobljene pri poskusih na podganah $t. 1-3, ki so 24 ur in 1 uro pred sprosti-
tvijo Hi iz mastocitnih zalog prejele velik odmerek fluvoksamina (2,7 mg/kg —
6,2 x 108 mol/kg), smo primerjali z izsledki Majcnove (57), ki je enak odmerek Hi pod-
ganam dodala le enkrat, uro pred dodatkom spojine 48/80. 5 minut po dodatku spojine
48/80 je izmerila koncentracijo Hi 5,8 + 0,4 ng/ml, 15 minut po sprostitvi pa 3,4 + 0,76 ng/ml;
k. je 0,052 + 0,012 min~', DZ pa 74,0 + 2,1 %. Primerjava izsledkov je pokazala, da so
bile ravni Hi v plazmi nasih podganah, ki so prejele dva odmerka fluvoksamina v raz-
miku 24 ur, pomenljivo nizje (slika 6). Sklepamo, da se je AD uspel Siroko porazdeliti
po organizmu in dosegel vsa tkiva, v katerih je nato delovala spojina 48/80; fluvoksa-
min je tudi imel moznost, da doseze svoja farmakolo$ka prijemali$¢a in v njih prizadene
mehanizem sprostitve, privzema in morda tudi razkroja Hi. Pri podganah, ki so dobile le
en odmerek fluvoksamina uro pred sprostitvijo Hi, je bil AD najverjetneje omejen
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v osrednjem farmakokineti€énem prostoru (plazmi), zato pa je spojina 48/80 delovala tu-
di v farmakokineti€énem obrobju (posamezna tkiva) in od tu brez zaviralnega uc¢inka AD
lahko sprostila Hi, katerega raven je bila v primerjavi z nasimi izsledki zato tudi visja

Vpliv antidepresivov na kinetiko eliminacije histamina iz plazme in njegovo pre-
razporeditev v kri

Vrednosti k,, so bile pri majhnem odmerku fluvoksamina ter pri obeh odmerkih maprotilina
pomenljivo vecje kot pri kontrolni skupini podgan. Pri velikem odmerku fluvoksamina pa je
k, 0,0071 + 0,002 min™", torej manj$a kot pri kontrolni skupini podgan (0,0414 + 0,003 min™"),
vendar sta ravni Hi 5 in 15 minut po dodatku spojine 48/80 izjemno nizki (1,46 + 0,09
in 1,36 + 0,06 ng/ml), med seboj pa se ne razlikujeta pomenljivo, zato je vrednost te k,
kot pokazatelja eliminacije vpra$ljiva.

Hitrostna konstanta eliminacije Hi iz plazme podgan, ki so prejele majhen odmerek flu-
voksamina oz. majhen in velik odmerek maprotilina, je pomenljivo vecja kot pri podga-
nah, ki AD niso prejele. Sklepamo, da AD vplivajo na eliminacijo Hi. Podobne izsledke
so dobili pri raziskavah, ki preu€evale vpliv TCA amitriptilina na eliminacijo Hi iz plaz-
me podgane (71). Spremembe v koncentraciji Hi 5 in 15 minut po njegovi sprostitvi so
nam sluzile zgolj za oceno ociS¢evanja Hi iz plazme, nismo pa iz teh poskusov mogli
natanéneje opredeliti, kateri procesi in v kolikSni meri doprinesejo k eliminaciji iz plaz-
me. Raven merljivega Hi v plazmi je odraz ravnovesja med njegovima spros¢anjem in
eliminacijo. V nasih poskusih smo sprozili eksplozivno spros¢anje Hi s spojino 48/80,
ki Hi iz mastocitnih zalog sprosti takoj, ko doseZe ciljne celice — mastocite. Eliminacija,
ki sledi sprod€anju Hi s spojino 48/80, je pocasnej$a od eliminacije eksogenega Hi, ki
je podgani vbrizgan (72). Temu botruje postopno razporejanje spojine 48/80 po tkivih;
v trenutku, ko spojina 48/80 doseze tkivo, bogato z mastociti, sprosti Hi, ki se lahko in
situ razgradi, $e preden bi spojina 48/80 utegnila sprostiti vecje koli¢ine Hi v tkivih, ki
jih doseze kasneje. Proces eliminacije prevlada nad procesom spros¢anja, zato naj bi
se spremenila k. S tem smo poskusali razloziti vpliv, ki ga imata fluvoskamin in ma-
protilin na kinetiko eliminacije Hi. AD dosezeta tkiva, preden vbrizgamo spojino 48/80,
saj jih dodamo 24 ur in 1 uro pred sprozenjem spros¢anja; v tem ¢asu AD ze delujeta
na mastocite in vzpostavita mehanizem zaviranja. Ko spojina 48/80 doseze mastocit,
je mehanizem za spros¢anje Hi pri njem ze zavrt, koli¢ina sproS¢enega Hi manjsa, eli-
minacija manjsih koli¢in Hi pa zato bolj u€inkovita in pospesena.

Z dodatnimi poskusi na podganah st. 16—24 smo poskusali dopolniti ali ovre€i to hipo-
tezo. Z dodatkom eksogenega Hi smo se izognili postopnemu izlo¢anju Hi in predhod-
nemu vplivu AD na njegovo sprosSc¢anje. Meritve so pokazale statistiéno pomenljivo
(p <0,05) znizanje ravni Hi v primerjavi s kontrolno skupino podgan, ki AD niso prejele.
1z tega sklepamo, da AD neposredno pospesita eliminacijo Hi iz plazme. Farmakokine-
tika eliminacije Hi je dvostopenjska: v prvi (hitri) fazi prihaja do prerazporeditve Hi iz osred-
njega farmakokineti€nega prostora v obrobje; v drugi (pocasni) fazi je nizanje plazemske
ravni Hi posledica njegove presnove. AD bi utegnili vplivati na drugo stopnjo, in sicer na
encimski mehanizem razgradnje Hi. Trditve, ki smo jih v zvezi s to moznostjo zasledi-
li v strokovni literaturi, si prihajajo v navzkrizje. Nowak in sod. (73) so hipotezo, da AD
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prizadenejo razkroj Hi, ovrgli, medtem ko Purcell in sod. (74) takSno tezo zagovarjajo
in celo predpostavljajo, da zaviralni vpliv AD na spro$¢anje Hi ni posledica zavrtega iz-
lo¢anja, pac¢ pa izkljuéno posekretornih mehanizmov — pospesene razgradnje in priv-
zema Hi v tkiva.

Koncentracija Hi v plazmi kontrolne skupine podgan, ki smo jim Hi vbrizgali, ne da bi
jim predhodno dali AD, je bila 62,97 + 8,99 ng/ml, kar je 53,03 % celokupnega Hi v kr-
vi (118,75 + 27,48 ng/ml). Irmanova in sod. so dolocili, da je v plazmi podgan, ki niso
prejele eksogenega Hi, osnovna raven plazemskega Hi 18,84 + 1,40 % celokupnega Hi
v krvi, kar je pomenljivo manj, kot smo izmerili mi po dodatku eksogenega Hi. Ugotovi-
li so tudi, da razmerje celokupni Hi v krvi: Hi v plazmi po vbrizgu eksogenega Hi s ¢a-
som narasca (72), kar se ujema z izsledki nasih kontrolnih meritev v dodatnem sklopu
poskusov.

Domnevamo, da tak$nim izidom botruje postopno prerazporejanje eksogenega Hi iz plaz-
me (osrednji farmakokineti¢ni prostor) v tkiva in celice, ki so v nasem primeru kri oziro-
ma krvni elementi (obrobni farmakokinetiéni prostor). Na celi¢ni ravni je vzrok lahko
pospesen privzem Hi v celice (krvne elemente), bolj poudarjena razgradnja Hi ali kom-
binacija obojega. Na ravni organizma bi dinamiko tega prerazporejanja, ki sledi zako-
nom dvoprostorskega farmakokineticnega modela, lahko natan¢neje opredelili le, e bi
razpolagali z vecjim Stevilom vzorcev krvi, odvzetih v razliénih ¢asovnih razdobjih.

V nasi raziskavi smo hoteli natanéneje osvetliti vpliv AD na prerazporejanje Hi iz plaz-
me v kri. V literaturi smo zasledili, da je privzem Hi v krvne celice zelo hiter (75, 76) in
domnevali smo, da utegnejo AD pospesiti ta privzem. AD vplivajo na lo¢eni privzem 5-HT
in Hi v celice; celo zavrto spro$¢anje Hi bi utegnilo biti odraz spremenjenega prevzema
Hi in 5-HT v mastocit (77).

Domnevali smo, da AD prizadenejo privzem 5-HT v mastocit (kot to po€nejo v osrednjem
ziv€eviju), kar potrjujejo izsledki nekaterih raziskav in vitro. Mastocit favorizirano privze-
ma 5-HT pred Hi (74); zaradi oviranega privzema 5-HT bi bil pove¢an privzem Hi, kar
bi se v nasih poskusih in vivo odrazalo v pospes$eni eliminaciji Hi iz plazme. Pomanijklji-
vost takdne razlage je predvsem dejstvo, da maprotilin ne vpliva na prevzem 5-HT. Po-
leg tega moramo poudariti, da se 5-HT nahaja skupaj s Hi le v sekretornih zrncih mastocitov
glodalcev in bi bilo zato projiciranje nasih rezultatov v humano medicino vprasljivo.

Pri podganah smo 2 minuti po vbrizgu eksogenega Hi (10 ug/g) izmerili nizjo koncen-
tracijo tako plazemskega kot tudi krvnega Hi v primerjavi z ustreznimi koncentracijami
pri kontrolni skupini. Namen dodajanja eksogenega Hi je bil potrditi hipotezo, da prei-
skovana AD vplivata na hitrost eliminacije Hi iz plazme neodvisno od spro$¢anja Hi iz
mastocitov. Koncentracije Hi pri podganabh, ki so prejele AD, so bile v obeh primerih po-
menljivo nizje kot pri kontrolni skupini, ki ni dobila AD. Sklepamo, da sta AD pospeSila
eliminacijo in tako izpolnila naSe predpostavke.

Domnevali smo tudi, da je pospe$ena eliminacija posledica privzema Hi v celice in nje-
gove vezave v tkivih. NaSo domnevo bi potrdil vzpon ravni Hi v krvi na raéun zmanjSane

koncentracije Hi v plazmi, kar bi se kazalo v spremembi koli¢nika Rpl/kri— nizja vrednost
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tega koli¢nika bi bila posredni pokazatelj razporeditve Hi iz plazme v kri (krvne elemen-
te). Eksperimentalni podatki so ta del nase hipoteze ovrgli, saj je bil Rpl/kri pri podganah,
ki so prejele fluvoksamin (R, ; = 0,69 + 0,13) in maprotilin (R, ; = 0,68 + 0,16), celo
visji od R, ; pri kontrolni skupini podgan (R, ; = 0,54 + 0,12). Sklepamo, da fluvoksa-
min in maprotilin eliminacije Hi ne pospesita tako, da bi spodbujala njegovo vezavo v krv-
ne elemente. Domnevamo lahko, da je pospesena eliminacija Hi posledica njegove vezave
naj bi se Hi nadaljnje razkroji, zato je njegova raven izrazito padla tako v plazmi kot v kr-
vi. Manj verjetno je, da Hi in AD kemi¢no reagirata; nastala spojina bi bila v primerjavi
z (bazi¢no — polarno) molekulo Hi bolj hidrofobna in bi zato lazje prehajala v lipofilne
farmakokineti¢ne prostore (mascevje). Upostevati moramo tudi moznost, da je AD
omogocil vezavo Hi na beljakovine; ker smo jih med analizo vzorcev oborili, koncentra-
cije tako vezanega Hi ne bi mogli izmeriti — ugotovljene nizke ravni Hi bi bile artefakt.
Z nadaljnjimi raziskavami in vitro bi lahko pojasnili takSne hipoteze, ki so brez podrob-
nejsih izsledkov zgolj na ravni Spekulacij.

Preverili smo, da AD pri naSem nacinu dolo¢anja Hi ne vplivajo na fluorecsenco kon¢-
nega produkta, zato verjamemo, da preiskovana AD povzrocita take farmakoloske (bio-
loSke oziroma fizikalno-kemijske) spremembe v telesu, ki omogocajo hitrejSo eliminacijo
Hi iz plazme.

Z izsledki naSe raziskave lahko delno pojasnimo, zakaj se AD empiri¢no priporoc¢ajo kot
ucinkovito zdravilo pri blazenju nekaterih oblik koprivnice nepojasnjenega izvora (78-80).
Prav tako lahko delno razlozimo analgeti¢ni u¢inek AD, saj nizajo ravni Hi kot endoge-
nega algogena (81, 82). AD zmanjSujejo eksperimentalno vnetje pri podgani (83, 84),
kar utegne tudi biti povezano s sposobnostjo AD, da zavrejo sproS€anje Hi in pospesi-
jo njegovo eliminacijo, kot smo dokazali v nasi raziskavi.

Zakljuéki

V nasi raziskavi smo ugotovili, da fluvoksamin v odmerkih 2,7 mg/kg in 1,0 mg/kg ter ma-
protilin v odmerkih 2,0 mg/kg in 0,3 mg/kg pomenljivo vplivata na farmakokinetiko Hi pri
podgani in vivo. AD smo podganam dali 24 ur in 1 uro pred dodatkom eksogenega Hi
oziroma spro$cevalca Hi iz mastocitnih zalog — spojine 48/80, s ¢emer smo dosegli, da
se je AD Siroko porazdelil po organizmu in izzval maksimalne ucinke.

Vsi odmerki obeh AD zavrejo predvideno poviSanje koncentracije Hi po dodatku spoji-
ne 48/80. Odmerek 2,7 mg/kg fluvoksamina je v naSi raziskavi pomenljivo bolj zavrl to
povisanje kot enak odmerek fluvoksamina, ki je bil podgani dan le v enem odmerku uro
pred indukcijo spros¢anja Hi. Sposobnost zaviranja je bila odvisna tudi od odmerka AD —
vecji odmerki so izzvali bolj izrazito zaviranje.

Majhen odmerek fluvoksamina ter velik in majhen odmerek maprotilina so povzro€ili pos-
peseno eliminacijo Hi iz plazme poskusne zivali.

Fluvoksamin in maprotilin v majhnih odmerkih pomenljivo znizata raven Hi, ki smo ga
podgani dodali eksogeno, tako v krvi kot v plazmi. Nobeden od AD pa ne povzroci pre-
razporeditve Hi iz plazemske tekoCine v kri.
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