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1. UvOD

1.1. Trudnoéa u ljudi

Trudnoc¢a zapocinje implantacijom oplodene jajne stanice u endometrij maternice i traje
u prosjeku 40 tjedana (1). Najcescée se dijeli u prvi, drugi i tre¢i trimestar. Trudnoca se jo§ moze
podijeliti na embrionalno i fetalno razdoblje. Embrionalno razdoblje je definirano kao vrijeme
od implantacije do kraja 8. tjedna razvoja. Tijekom razdoblja embrija plod poprima oblik
zametka tj. jednostavnog organizma. Embrionalno razdoblje se jo$ naziva i kriti¢no razdoblje
jer tada teratogeni ¢imbenici uzrokuju najvece anomalije. Fetalno razdoblje se proteze od
pocetka 9. tjedna gestacije do rodenja, karakteriziraju ga brzi rast fetusa i diferencijacija stanica.
(1, 2, 3). Razvoj i rast u velikoj mjeri ovisi o0 genetskim, placentarnim i maj¢inim ¢imbenicima.
Stanice prekursora, bez obzira na njihovo razdoblje u razvoju, vrlo su osjetljive na poremecaje
izazvane teratogenom, koji mogu negativno utjecati na njihov opstanak, brzinu proliferacije,
migracijsku aktivnost, sposobnost diferencijacije ili pravilno funkcioniranje stanice (2).
Fizioloske promjene U trudnoéi od iznimne su vaznosti za normalan rast i razvoj djeteta, a
posljedica su djelovanja hormona koje stvara posteljica. Fetomaternalni organ, odnosno
posteljica, povezuje preko pupCane vrpce plod sa zidom maternice. Placentarna barijera je
polupropusna opna koja stiti fetus od Stetnih tvari, omogucuje ishranu fetusa, razmjenu plinova,
odstranjuje otpadne tvari i sintetizira hormone (3, 4). Krv majke i fetusa se ne mijeSa zbog

placentarne barijere, ali molekule lijekova mogu prelaziti barijeru.

1.2. Trudnoé¢a u Stakora

Trudnoca kod $takora obic¢no traje 22 dana. Implantacija zapocinje peti dan kad se embrij
smjeSta u zid maternice, a zavrSava sedmi dan trudnoce. Spolni hormoni utjecu na brzinu
razvoja embrija nakon implantacije. Nakon organogeneze, embrij ulazi u fazu sazrijevanja,
vrijeme kad ograni rastu i postaju funkcionalni. Tijekom razvoja toksikoloski i okolisni
¢imbenici mogu dovesti do Stetnih ucinaka na plod. Kod trudne Stakorice se primjecuje
debljanje i razvoj mlije¢nih Zlijezda. Maj¢ine potrebe u trudnoc¢i su jednostavne, a ukljucuju
povecanu potrebu za hranom i mjesto za gnijeZzdenje nekoliko dana prije poroda. Uobi¢ajna

veli¢ina legla je od 8 do 18 mladunaca (5, 6).

Istrazivanja su pokazala da parametri analize krvi majke pokazuju sli€nosti izmedu trudnoce
u ljudi i Stakora (7). Funkcija posteljice Stakora ima sli¢ne karakteristike kao 1 kod covjeka, no
postoje strukturne razlike kao i razlike u ekspresiji proteina. Budu¢i da zbog etickih razloga

istrazivanja na plodu, ¢ovjeka, nisu dozvoljena, istrazivanja provedena na animalnim modelima
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nadopunjuju nase razumijevanje razvoja ljudskog organizma, utjecaja Stetnih tvari i razvoja
bolesti. No treba biti jako oprezan kako ¢e se dobiveni rezultati na animalnim modelima

tumaciti na ljudskoj populaciju (7, 8).

1.3. Lijekovi u trudnodi

Istrazivanja pokazuju da trudnice koriste barem jedan lijek za vrijeme trudnoce.
Dokazano je da uzimanje lijekova u trudnoc¢i uzrokuje 3 % vise prirodenih malformacija (9).
Nakon talidomidske tragedije krajem pedesetih i pocetkom Sezdesetih godina proslog stoljeca
posebno je pojacana usredotocenost na izbjegavanje uzimanja potencijalno teratogenih lijekova
u trudnoéi (10). Prilikom formiranja organa ¢eda, zbog farmakodinamike i farmakokinetike
lijeka, moze doci do prelaska lijeka preko placentarne barijere ili do patofizioloskih promjena
cijelog metabolizma koje mogu utjecati na razvoj fetusa (9). Temeljni princip farmakologije je
da lijek treba dospjeti u ciljano tkivo u dovoljnoj koncentraciji kako bi izazvao terapeutski
uc¢inak bez neZeljnih nuspojava (11). Lijekovi prolaze kroz posteljicu u ovisnosti o veli¢ini
molekule, liposolubilnosti i stupnju ionizacije. Male ionizirane molekule lako prolaze
placentarnu barijeru pasivnom difuzijom dok se veée molekule prenose putem transportnih
proteina (12).

Lijekovi mogu neposredno utjecati na fetus uzrokujuéi ostecenje, defekte u razvoju ili
smrt. Lijekovi mogu interferirati s prijenosom hranjivih tvari kroz placentu i tako utjecati na
razvoj fetalnog tkiva (13). Uzimajuci u obzir da je viSe od 50 % neplaniranih trudnoca, Zenama
u generativnoj dobi prilikom propisivanja lijekova lijecnici trebaju pristupiti s visokom dozom
opreza. Najbolje je propisati lijekove koji su se ispostavili neskodljivi u vecini slu€ajeva, a isto
tako i krenuti terapiju s najmanjom u¢inkovitom dozom (13, 14). Stadij trudnoce tijekom kojega
dolazi do uzimanja lijeka odreduje vjerojatnost, karakteristike i teZinu anomalije, a preporucuje
se da u prvih osam tjedana trudnoce trudnice izbjegavaju konzumaciju lijekova (14). Poznato
je da u stadiju blastociste embrij ili propada ili se oStec¢ene stanice zamjenjuju novim dovodeci
do normalnog razvoja (13). Izlaganje lijekovima u stadiju organogeneze najveci je rizik za teze
defekte dok nakon organogeneze lijekovi ne uzrokuju prirodene malformacije nego mjenjaju

normalno funkcioniranje organa (14).
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1.4. Embrionalni razvoj jetre i slezene

Formiranje jetre zapocinje tijekom rane gestacije. Prvi morfoloSki znak embrionalne
jetre je formiranje divertikuluma. Dio jetrenog divertikuluma stvara jetru i intrahepati¢no
bilijarno stablo, a drugi dio tvori zuéni mjehur i ekstrahepati¢ne zu¢ne kanale. U prvoj fazi
razvoja jetre, specifikacija, stanice iz endoderma diferenciraju se u hepatoblaste. Ovaj proces
popracen je stvaranjem jetrenog pupoljka i ekspanzijom stanica. Jetreni pupoljak prolazi kroz
period ubrzanog rasta potaknut vaskularizacijom okolnih stanica i postaje primarno mjesto
fetalne hematopoeze, a takoder dovodi do sazrijevanja portalne vene. Nakon specifikacije,
stvaranje jetrenog vaskularnog sustava napreduje tijekom embriogeneze, oslanjajuci se na
angiogenezu kako bi se stvorila sloZzena vaskularna mreza (15 - 18). Fetalna jetra je u kontaktu
s dva glavna venska sustava, umbilikalne vene i viteliéne (razvojne) vene. Viteli¢ne vene
sudjeluju u stvaranju eferentnog venskog sustava jetre. Umbilikalna vena je glavna aferentna
zila u jetri fetusa, ali je njezina prisutnost prolazna i nestaje nakon rodenja. Kako umbilikalna
vena propada, portalna vena zamjenjuje je kao glavnu aferentnu venu dok se razvoj jetrene
arterije javlja kasnije. Unutar jetre odrasle osobe zuc¢ni kanal, portalna vena i jetrena arterija
teku paralelno i tvore ,,portalnu trijadu‘. Portalna trijada okruzena je hepatocitima koji nastaju
tijekom diferencijacije epitelnih stanica. Hepatoblasti sazrijevaju u hepatocite, glavne
parenhimalne stanice jetre, ili se diferenciraju u kolangiocite. Ostale stanice kao Sto su

Kupfferove stanice, fibroblasti i leukociti primarno potjecu iz mezoderma (15 - 18).

Slezena, najveca nakupina limfnog tkiva u organizmu, sekudarni je limfni organ koji

filtrira krv 1 ima glavnu ulogu u obrani organizma. Ovalnog je oblika, a obavijena je ¢ahurom
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od gustog vezivnog tkiva (19). Slezena zapocinje svoj razvoj u 5. tjednu trudnoce, a od 9. tjedna
zajedno s fetalnom jetrom zapocinje eritropoezu. Vodecu ulogu u eritropoezi ima do 28. tjedna
trudnoc¢e kada tu funkciju preuzima kostana srz (20). Veéina studija opisuje slezenu kao spoj
mezodermalnog mezenhima na lijevoj strani mezogastrijuma. Smatra se da se razvoj slezene
moze podijeliti u dvije faze: prva faza do 14. tjedna gestacije ima mezenhimalni karakter s
primarnim vaskularnim retikulumom, dok se u dugoj fazi razvijaju crvena i bijela pulpa. U
pocetku se mobilne stanice distribuiraju po cijeloj slezeni pa se viemenom pocinju nakupljati u
venskim sinusima i dolaze u kontakt s venskim sustavom. Endotelna stijenka sinusa ostaje
isprekidana, Sto potvrduje teoriju o ,,otvorenoj* vaskularizaciji slezene. Razvoj bijele pulpe
zapocinje od 18. tjedna gestacije. Nakupljanje limfocita oko srediSnjih arterija moze se
prepoznati tijekom 19. i 20. tjedna gestacije. Ove limfoidne stanice pokazuju morfoloske
karakteristike prete¢a T-limfocita (21). U slezeni razlikujemo crvenu i bijelu pulpu unutar kojih
su razli¢ito rasporedene imunoloske stanice. [zmedu crvene i bijele pulpe nalazi se marginalna
zona koja sadrzava malo limfocita, ali mnogo makrofaga. Crvenu pulpu izgraduju slezenski
tracci 1 sinusi. Tracke izgraduju retikulinske stanice i vlakna, a sadrzavaju makrofage, limfocite
B i T, plazma stanice i sastojke krvi dok su sinusi slezene obavijeni endotelnim stanicama (19,
20). U sinusima se nalazi velika koli¢ina krvi po ¢emu je crvena pulpa i dobila ime. Crvena
pulpa je ispunjena makrofazima i eritrocitima koji imaju ulogu u fagocitozi. Bijelu pulpu
izgraduje limfno tkivo, ¢ine ju nakupine T-limfocita dok se na samim rubovima nalaze B-
limfociti. Bijela pulpa se jo$ naziva i pravi imunosni organ. Stanice slezene su najaktivnije u

fagocitozi zivih i nezivih Cestica koje dospiju u krv (19).

1.5. Uloga jetre u metabolizmu lijekova

Jetra je parenhimatozni organ, smjeSten u abdominalnoj Supljini, a sastoji se od dva
reznja. Bogato je opskrbljena krvlju jer posjeduje dvostruki cirkulacijski sustav. Vecina krvi
dolazi iz slezene i gastrointestinalnog trakta dok manji dio dolazi kroz jetrenu arteriju koja
donosi krv bogatu kisikom (22). U fetalnom razdoblju ima ulogu stvaranja krvotvornih tkiva
koju nakon rodenja preuzima kostana srz. Hepatociti, najsvestranije stanice u tijelu, glavne su
jetrene stanice koje obavljaju ve¢inu metabolickih i sintetickih funkcija (19, 22). To su stanice
viSekutna oblika Cija citoplazma obiluje stani¢nim organelima. Udruzeni hepatociti se povezuju
u jetrene reznjice koji ¢ine osnovnu funkcionalnu jedinicu jetre (19).

Jetra se smatra glavnim metaboli¢kim organom nasega organizma jer ima vaznu ulogu
u nizu metabolickih procesa. U jetri se obavlja metabolizam ugljikohidrata, lipida, proteina,

lijekova te razni procesi poput detoksikacije i konjugacije (22). Toksi¢ne i strane tvari u nasem
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organizmu kao §to su 1 lijekovi, konjugiraju se u jetri s glukoronskom kiselinom te se prevode
u spojeve koji su lakse topljivi, hidrofilniji i nisu Stetni kako bi se daljnim procesima mogli
izluciti iz tijela. Najcesce se izlucuju iz tijela putem urina ili zuéi (22). Spomenute se reakcije
mogu podijeliti u tri faze. U prvoj fazi dolazi do promjene supstrata u polarnije, hidrofilnije
molekule procesima oksidacije, redukcije i hidrolize. Najzastupljenije su reakcije oksidacije,
katalizirane oksidazama mijeSane funkcije (CYP). Za hepaticki metabolizam najvazniji su
CYP1, CYP2 i CYP3. Zona u jetri, pogodena toksi¢nim djelovanjem, u kojoj se nalazi enzim
biva najvise oSte¢ena (23). U drugoj fazi zbivaju se reakcije konjugacije. U drugu fazu lijek
ulazi u svom izvornom obliku ili kao metabolit nastao u prvoj fazi (23). Nakon konjugacije lijek
je topljiv, netoksi¢an i spreman za ekskreciju (24). Enzimi koji kataliziraju drugu fazu su
najcesce transferaze koje se nalaze u citoplazmi hepatocita. U trecoj fazi zbiva se ekskrecija
metabolita iz hepatocita u zu¢ne vodove i krv. Ekskreciju vrse transporteri koji su ¢lanovi ABC
obitelji transmembranskih proteina (24).

U trudno¢i, razvoj fetalne jetre kod fetusa od iznimne je vaznosti jer $to je jetra zrelija,
njezini enzimi mogu bolje metabolizirati lijekove i smanjiti Stetne uéinke na fetus (9). Mnogi
lijekovi mogu ostetiti jetru i dovesti do nekroze ili apoptoze hepatocita (25). No, gubitak
jetrenog tkiva uzrokovan djelovanjem otrovnih tvari pokre¢e mehanizam pomocu kojega se
hepatociti po¢nu dijeliti dok se izgubljeno tkivo ne nadoknadi pa zbog toga kazemo da jetra ima

izvanrednu sposobnost regeneracije (19).

1.6. Uloga slezene u metabolizmu lijekova

Kao multifunkcionalan organ slezena ima vazne ucinke na lokalni 1 sistemski
imunoloski odgovor koji utjece na razliCita tkiva i organe, ali isto tako je podloZna promjenama
uslijed izlaganja toksinima (26). Imunoloske stanice slezene nastaju diferencijcijskim putem
limfopoeze gdje nastaju sve vrste limfocita 1 diferencijcijskim putem mijelopoeze pri cemu
nastaju fagociti, dendriticke stanice 1 posredni¢ke stanice. Limfociti kao najvaznije stanice
imunoloskog sustava su nositelji specifine stani¢ne imunosti. Uglavnom se nalaze u
specificnim limfatiénim organima, ali veliki dio tih stanica je pokretan, prelazi u krv, cirkulira
pa dospijeva u razlicite organe (27).

Slezena je mjesto izravne i neizravne toksi¢nosti i meta je nekih kancerogenih oboljenja.
Zbog svojih strukturnih karakteristika slezena je vrlo propusna za molekule koje se prenose
krvlju. Parenhim slezene djeluje kao distribucijska platforma za brojne lijekove, a koli¢ina
lijeka koja ulazi u parenhim ovisi o protoku krvi u slezini. Nakon $to krv ude u slezenu, dolazi

u bijelu pulpu preko marginalne zone ili u crvenu pulpu do slezenskih tracaka. No s obzirom
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da je najveci protok krvi u slezeni usmjeren na bijelu pulpu, tipovi stanica koje su izloZeni
lijekovima koji ulaze u parenhim iz krvi su limfociti i makrofazi. Interakcija lijeka s ove dvije
vrste stanica moze imati posljedice kako u pogledu terapijskog ili toksi¢nog djelovanja, tako i
u pogledu distribucije lijekova. Makrofazi i limfociti mete su klinicki vaznih klasa lijekova, a
takoder eksprimiraju i razliCite enzime koji metaboliziraju lijekove poput obitelji citokroma
P450. Lijekovi mogu izazvati povecanje slezene s izravnim u¢inkom na stanice slezene ili kao
nuspojava poremecaja u drugim organima, poput jetre dok neki lijekovi izazivaju tesku
hemolizu povezanu sa splenomegalijom (28, 29).

Jetra 1 slezena su usko povezane portalnom cirkulacijom, a imaju i vaznu ulogu u
odstranjivanju patogena. Patoloske promjene u slezeni doprinose ostecenju jetre, poticuci
fibrinogenezu, inhibiciju regeneracije te poremecaj imunoloskog okruzja jetre. Infekcije,
bolesti jetre, napad patogena i maligna oboljenja nepovoljno utjeu na ove organe uzrokujuci

njihovo povecanje ili smanjenje (30).

1.7. Mastociti i histamin

Alergije su naj¢e$¢e medicinsko stanje koje moze komplicirati trudnoc¢u. Alergijska
reakcija se razvija vezanjem antigena na B-limfocit koji dovodi do proizvodnje imunoglobulina
E (engl. Immunoglobulin E, IgE) iz plazma stanice kako bi se novonastali imunoglobulini
putem svojih Fc regija vezali za receptore na povrsini mastocita i bazofila. Upravo vezanje IgE
za povrsinu stanice omogucuje brz odgovor na ponovni kontakt s antigenom. Kad se antigen
nade u organizmu veze se na IgE na povrSini stanice 1 dovodi do brze aktivacije koja za
posljedicu ima degranulaciju mastocita i otpustanje pohranjenog histamina i serotonina (31).

Mastociti potjecu od pluripotentne mati¢ne stanice u kostanoj srzi, koja izraZzava CD 34
antigene. Proliferira i sazrijeva pod utjecajem ¢imbenika rasta za mastocite (engl. mast cell
growth factor, MGF). Mastociti su okruglog ili ovalnog oblika, ovisi u kojem se organu nalaze.
Malenu, okruglu jezgru okruzuje citoplazma koja je ispunjena bazofilnim zrncima. Mastociti
su primarna celularna komponenta u alergijskim reakcijama. Alergen ulaze¢i u organizam
uzrokuje stvaranje IgE antitijela koja se vezu na mastocite i oslobadaju medijatore upale.
Mastociti imaju receptore na membrani visokog afiniteta za IgE. Smjesteni su uz krvne i limfne
zile, na mjestima moguceg oStecenja tkiva kao 1 u vezivnom tkivu vecine organa. Prisutni su u
mukozi respiratornog i gastrointenstinalnog trakta kao i u kozi (19, 32). U citoplazmatskim
zrncima mastocita pohranjen je kemijski posrednik upalne reakcije, histamin.

Histamin, biogeni amin, nastaje iz histidina. U organizmu ga nalazimo u vecini tkiva.

Otpustanje histamina izazivaju: kemijske tvari, otrovi, toksini, endogeni posrednici i
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imunoloski mehanizmi ovisni o IgE protutijelu (33). Tijekom alergijske reakcije histamin se iz
mastocita oslobada egzocitozom (34). Regulira proliferaciju pomagackih T-limfocita tipa 1
(engl. Type 1 T helper cells, TH1 ) i produkciju interferona (engl. Interferon, IFN), ekspresiju
molekula stani¢ne adhezije i kemotaksiju eozinofila i neutrofila (35). Izaziva sipmtome kao §to
prekomjerno izlu¢ivanje sluzi, crvenilo, svrbez i otezano disanje. Histamin se oslobada i kada
mastociti otkriju ozljedu poveéavajuci protok krvi do mjesta ozljede ili infekcije (33). Histamin
djeluje preko svojih receptora koji su podjeljeni u Cetiri skupine: H1, H2, H3 i H4 receptori
(34). Putem H1 receptora histamin doprinosi regulaciji stani¢ne proliferacije i diferencijacije,
regulira embrionalni razvoj i sudjeluje u regeneraciji i zacjeljivanju rana. Doprinosi
neurotransmisiji srediS$njeg zivéanog sustava te regulira budnost (35). Antagonisti H1 receptora
inhibiraju oslobadanje histamina, ali i drugih posrednika upale te se koriste za ublazavanje

simptoma alergije (34).

1.8. Kolagenoza

Smatra se da primjenom antihistaminika dolazi do razaranja vezivnog tkiva slezene i
jetre te posljedi¢no dolazi i do razvoja kolagenoze. Vezivno tkivo je nosilac oblika i ustroja
tijela, povezuje stanice i organe te im pruza mehanicku potporu i oblik (19). Kolagenoza pripada
skupini bolesti vezivnog tkiva. Razaranje veziva i progresivni tijek ove bolesti ¢esto dovode do
fatalnog ishoda. Bolest moze zahvatiti sve organske sustave. U ovu skupinu bolesti spadaju
sistemski erimatozni lupus, sistemska sklerodermija, reumatoidni artritis i druge. Sam
mehanizam bolesti nije poznat, ali se smatra da lijekovi ili virusi i bakterije izazivaju promjene
na tkivu tako da ih organizam prepoznaje kao strane te uklju¢uje obrambeni mehanizam koji ih
uniStava (32, 33). Uz pogresku prepoznavanja vlastitog od tudeg, takoder se smatra da je
kolagenoza imunopatoloski proces koji narusava razmjenu kolagena (36, 37). Kolagenoza je
vec¢inom nasljedna bolest, a oboljevaju zene reproduktivne dobi i stoga se Cesto pojavljuje u
trudno¢i. Kolagenoza ne smanjuje moguénost zaceca, ali mijenja tijek 1 ishod trudnoce. Dolazi
do pobacaja, intrauterinog zastoja u rastu i prijevremenog poroda. U novorodenceta se javlja

poremecaj funkcije jetre, trombocitopenija te kozne manifestacije bolesti (36, 37).

1.9. Antihistaminici desloratadin i bilastin

Antihistaminici su skupina lijekova koji inhibiraju razli¢ita histaminska djelovanja.
Antihistaminici prve generacije prolaze placentarnu i krvno-mozdanu barijeru, imaju vrlo
mocan ucinak s visokom lipofilnosc¢u, ali i kratko djelovanje. Metaboliziraju se u jetri pomocu
citokroma P450, a glavne su im nuspojave sedacija i antikolinergicki ucinici (38). U drugu

generaciju antihistaminika spadaju desloratadin i bilastin. Imaju visoki terapeutski indeks sa
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selektivnim djelovanjem i nesedirajué¢i su. Dugodjelujuci su, prolaze placentarnu barijeru, ali
su slabo lipofilni te ne prolaze u sredis$nji ziv¢ani sustav (38). Antagonisti H1 receptora koriste
se za ublazavanje alergijskih dermatoloskih i nedermatoloskih stanja, a u trudno¢i se koriste za
lije¢enje mucnina (38, 39). Simptome alergijskog rinitisa kao Sto su zacepljen nos, crvenilo
ociju i pretjerano suzenje aktiviraju alergeni u zraku ili kuéni alergeni. Smatra se da je alergijski
rinitis jedno od naj¢eséih medicinskih stanja koji mogu zakomplicirati trudnocu. Javlja se kod
30 % zena u generativnoj dobi, a isto tako se kod 30 % zena za vrijeme trudnoée pojacavaju
simptomi. Mogu¢i razlozi su hormonske promjene i pove¢an volumen krvi u cirkulaciji koji
dovode do povecanog razvijanja navedenih simptoma (40). Uloga antihistaminika je sprijeciti,
kompetitivnom inhibicijom, interakciju histamina i njegova receptora. lako studije na
zivotinjama ne pokazuju teratogeno djelovanje desloratadina i bilastina na fetus, ni jedan
antihistaminik, danas na trzistu, nije klasificiran kao siguran za koristenje u trudno¢i (38, 39).
No, nije iskljucena potreba za primjenom antihistaminika koji selektivno djeluju na H1
receptore kod trudnica. Potencijalna korist lijeka moze opravdati njenu uporabu unatoc
potencijalnim rizicima (38, 39).

Desloratadin je metabolit lijekova druge generacije koji je dizajniran kako bi povecao
ucinkovitost lijeka, a smanjio nuspojave. Ima visoko terapeutsko i selektivno djelovanje, a
nema sedacijski ucinak jer ne uzrokuje Stetne ucinke na zivéani sustav (39,41). Desloratadin
smanjuje tipicne histaminergi¢ke u€inke na H1 receptore u bronhijalnom glatkom misSicu,
kapilarama i glatkom miSi¢u probavnog trakta koji ukljuuju vazodilataciju,
bronhokonstrikciju, bol i svrbez. Takoder se koristi za ublazavanje alergijskih stanja ukljucujuci
rinitis i kroni¢nu urtikariji. Kori$tenje ovoga lijeka ¢esto je u trudnoci, no problem je $to su
informacije o sigurnosti fetusa ogranic¢ene (42).

Bilastin je novi antihistaminik druge generacije za sustavnu primjenu koji nije izveden
ni iz jednog drugog antihistaminika koji je trenutno na trzistu. Dugodjelujuci je antagonist H1
receptora koji nema sedacijski u¢inak (39). Koristi se za lijecenje alergijskog rinitisa, kroni¢ne
urtikarije 1 mucnine kod trudnica. PoboljSava nazalne i okularne simptome te kvalitetu Zivota.
Primjenjuje se oralno u dozi od 20 mg. Posebno je koristan prilikom koristenja vece doze od
standardne bez uzrokovanja Stetnog uc¢inka. Ne pokazuje ni antikolinergic¢ke ni kardiotoksi¢ne
ucinke. Ima visoku specificnost za H1 receptore, ali za ostalih 30 receptora (muskarinski,
serotoninski, adrenergic¢ki i drugi) pokazuje zanemarivu specifi¢nost (42). Bilastin se ne
metabolizira u jetri putem citokroma P450 nego se izluCuje nepromijenjen putem bubrega i
fecesa. Buduc¢i da se ne metabolizira u jetri smatra se da nema Stetan utjecaj na jetru. Ne smije

se konzumirati u vrijeme obroka jer mu se smanjuje bioraspolozivost. Bilastin je supstrat
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transportera organskih aniona i P-glikoproteina. P-glikoprotein je prirodni detoksikacijski
sustav, lokaliziran u normalnim tkivima koja imaju sekretornu funkciju. Uloga mu je zastita
organa od $tetnih tvari i izbacivanje Stetnih tvari iz stanica. Lokaliziran je u tankom i debelom
crijevu, jetri, bubrezima, Zu¢nom kanalu 1 u placenti. Pristutnost P-glikoproteina u placenti Stiti
plod od negativnog utjecaja lijekova. Veza s P-glikoproteinima dodatno smanjuje mogucnost
sedacijskog uc¢inka bilastina (35).

Nekolicina studija pokazuje da antihistaminici nisu S$tetni za plod. Ipak postoji
mogucnost da sam lijek ili njegovi metaboliti prolazeéi placentarnu barijeru djeluju na normalan
razvoj organizma. U ovom istrazivanju promatrat ¢e se utjecaj primjene dva antihistaminika u

majci na neka obiljezja jetre i slezene u potomaka.



HIPOTEZA

2. HIPOTEZA

Antihistaminici desloratadin i bilastin djeluju na razvoj jetre i slezene potomaka Sprague
Dawley stakorica koje su tijekom trudnoce tretirane antihistaminicima, a djelovanje se oCituje
povecanjem broja jetrenih mastocita, dok se u slezeni mijenja omjer bijele i crvene pulpe te

dolazi do kolageneze.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja jesu:

1. Usporediti histolosku gradu jetre i slezene eksperimentalnih skupina u odnosu na
kontrolnu skupinu.

2. Usporediti broj mastocita i brojnost mitohondrija jetre eksperimentalnih skupina u
odnosu na kontrolnu skupinu.

3. Usporediti koli¢inu vezivnog tkiva te omjer crvene i bijele pulpe u slezeni

eksperimentalnih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno kao studija parova usporedujuci potomke netretiranih Sprague
Dawley Stakorica (kontrole) s potomcima S$takorica tretiranih jednim od antihistaminskih
lijekova desloratadinom ili bilastinom. U studiju je uklju¢eno ukupno 36 Zivotinja starosti 3
mjeseca, podjeljenih u tri skupine (u svakoj 6 Zenki i 6 muzjaka): potomci Sprague Dawley
Stakorica koje nisu bile tretirane desloratadinom i bilastinom, potomci Sprague Dawley

Stakorica tretiranih desloratadinom i potomci Sprague Dawley stakorica tretiranih bilastinom.

4.2. Materijali

Istrazivanje je napravljeno na arhivskom tkivu jetre i slezene prikupljenih u sklopu
studije Bohdan Malaniak CSMC-RECOOP Young Scientists Research Award #014 2019-2020
Sztojkov-lvanov-Gaspar: "Comprehensive pharmacokinetic study of antihistamine drugs in
pregnant and non-pregnant rats and evaluation of their effect on brain development” koju je
odobrilo Madarsko eticko povjerenstvo za pokuse na zivotinjama, br. IV./3796/2015.
Dopustenje za dio studije koji je prikazan ovim diplomskim radom izdalo je Eticko
povjerenstvo za istrazivanje Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/20-08/07; Broj:2158-
61-07-20-49; dana 15.5.2020.)

Tkiva potjecu od potomaka zenki Sprague Dawley Stakorica koje su bile tretirane jednim
od antihistaminskih lijekova desloratadinom ili bilastinom (10 mg/kg per 0s) tijekom trudnoce,
od 10. gestacijskog dana pa do okota. Njihovi potomci (po 6 muzjaka i 6 Zenki u svakoj skupini)
ostavljeni su na zivotu u standardnim laboratorijskim uvjetima do starosti od 3 mjeseca (odrasla

dob). Navedeni $takori su eutanazirani te su prikupljena tkiva jetre i slezene.

4.3. Metode

Tkivo jetre i slezene narezano je na mikrotomu (SM2000R Leica, Wetzlar, Njemacka)
na debljinu od 5 um. Rezovi su stavljeni na predmetna stakla. Za analizu histologije tkiva jetre
rezovi su obojani klasi¢nim histoloskim bojanjem hemalaunom i eozinom, Toluidinskim
modrilom i bojanjem fosfovolframskom kiselinom i hematoksilinom (engl. Phosphotungstic
acid-hematoxylin stain, PTAH). Za vizualizaciju tkiva slezene koristeni su hemalaun i eozin i

prikrosirijus bojenje.
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4.3.1. HistoloSka bojanja

Hemalaun-eozin bojanje. Bojanje hemalaun-eozin najvaznije je bojanje u histologiji, sluzi
za razlikovanje jezgre i citoplazme. Hemalaun je bazi¢na boja pomocu koje se jezgre oboje
plavo, a eozin je kisela boja koja ruzi¢asto oboji citoplazmu. Ovim bojanjem obojene su slezena
s ciljem odredivanja omjera bijele i crvene pulpe i jetra s ciljem odredivanja udjela dvostrukih
jezgara hepatocita u ukupnom broju hepatocita po vidnom polju. Tkivo slezene i jetre
uklopljeno je u parafin, narezano je na rezove debljine 5 um i stavljeno na predmetna stakla.
Osuseni rezovi uronjeni su u ksilen dva puta po 10 minuta. Potom su rezovi rehidrirani u seriji
etanola dva puta po 5 minuta u 100 %-tnoj, potom 96 %-tnoj, potom 70 %-tnoj otopini etanola.
Rezovi su potom prebaceni u destiliranu vodu na 5 minuta. Zatim su rezovi inkubirani u boji
hemalaun 10 minuta i nakon toga isprani jednu minutu u destiliranoj vodi te se boja razvijala u
vodovodnoj vodi 10 minuta. Rezovi su isprani destiliranom vodom u trajanju od jedne minute.
Slijedilo je bojenje eozinom u trajanju od 3 minute. Rezovi su brzo dehidrirani kroz seriju 96
%-tnog i 100 %-tnog etanola i potom su prebaceni u ksilen na 5 minuta iz kojeg su vadeni i
odmah pokrivani. Rezovi su ostavljeni da se suSe na sobnoj temperaturi a potom su pokriveni
medijem za pokrivanje Histomount medijem za pokrivanje histoloskih preparata (National
Diagnostics USA, Atalanta, Georgia, kataloski broj: HS-103, lot. 08-08-30).

Nakon fotografiranja na mikroskopu (Axioskop 2 MOT, Carl Zeiss, Jena, Germany)
kamerom Olympus D70 (Olympus D70, optical Olympus, Japan) pri povecanju okulara i
objektiva 50X u slucaju tkiva slezene i pri poveéanju okulara i objektiva 400x u slu¢aju tkiva
jetre. Fotografije tkiva jetre i slezene analizirane su u programu ImageJ (43). Prilikom analize
fotografija tkiva slezene najprije je izmjerena povrSina slezene putem naredbe Analyze —
Measure s namjestenim postavkama za mjerenje povrsine, a potom S istim naredbama povrsina
bijele pulpe na istoj fotografiji. Vezivno tkivo i krvne zile smo zanemarili. PovrSina crvene
pulpe dobivena je oduzimanjem ukupne povrSine reza slezene od povrSine bijele pulpe.
Dijeljenjem vrijednosti bijele i crvene pulpe s ukupnom vrijednos¢u povrsine dobiven je omjer

povrsina koji se dalje koristio u statistickim analizama.
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Slika 2. Histoloski prikaz crvene i bijele pulpe slezene.
Veli¢ina skale 2mm. Oznake: crna strelica: bijela pulpa; zuta strelica: crvena pulpa.

Fotografirala autorica.

Prilikom analize tkiva jetre najprije je odabrana fotografija iz koje su u programu ImageJ
(43) zasebno izdvojeni crveni, plavi i zeleni kanali putem naredbe Image — Color — Colour
Deconvolution (dekonvolucija). Odabran je kanal koji najprikladnije prikazuje jezgre
hepatocita te je jos upotrebljena naredba Image — Adjust — Treshold. Potom su u programu
Image J (43) uz pomo¢ dodatka Cell counter izbrojani hepatociti s dvostrukom jezgrom te
ukupan broj hepatocita u vidnom polju te su odredeni udjeli dvostrukih jezgara u broju
hepatocita.

Slika 3. Postupak obrade slike za kvantifikaciju udjela dvostrukih jezgara u ukupnom broju
hepatocita. (1) Odabir fotografije. (2) Podjela slike na kanale, izabran zeleni kanal
(dekonvolucija). (3) Izdvojene jezgre u hepatocitima. Veli¢ina skale 200 um.
Fotografirala autorica.
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Bojanje histoloskih preparata jetre PTAH metodom uéinjeno je radi utvrdivanja koli¢ine
mitohondrija u jetri. Nakon bojanja mitohondriji budu plave boje. Bojanje tkiva PTAH

metodom napravljeno je prema sljede¢em protokolu (44):

deparafiniranje ksilenom i rehidriranje rezova u destiliranoj vodi, 1 minuta;
ispiranje destiliranom vodom, 5 minuta;

uranjanje u Langeronovu otopinu, 10 minuta;

tretiranje rezova s 5 %-tnim natrijevim tiosulfatom, 1 minutu;

ispiranje u destiliranoj vodi, 5 minuta;

bojanje s PTAH otopinom 2 sata pri temperaturi od 56 - 60 °C;

A L R A

dehidriranje uzoraka u 95 %-tnom alkoholu, apsolutnom alkoholu i ksilenu.

PTAH otopina pripremljena je na sljede¢i naéin: otopiti 1g hematoksilina (CgH;40¢) i 500 mL
destilirane vode pri temperaturi manjoj od 60 °C, ohladiti 10 minuta potom dodati 0,1777 ¢
kalijevog permanganata i ostaviti da odstoji. U drugoj posudi pomijesati 500 mL destilirane
vode i 20 g fosfovolframske kiseline (engl. phosphotungtic acid, PTA, H3;PW;,04).
Pripremljene otopine pomijesati i ostaviti da odstoje 1 mjesec. Nakon toga otopina je spremna

za uporabu.

Nakon fotografiranja na mikroskopu kamerom Olympus D70, pri povecanju okulara i objektiva
400x fotografije su analizirane u programu ImageJ (43). Na izabranim fotografijama su
dekonvolucijom izdvojeni crveni, plavi i zeleni kanal te je odabran kanal koji najprikladnije
prikazuje mitohondrije u jetri. Sljedeci korak je obiljeziti mitohondrije uz pomo¢ naredbe Image
— Adjust — Treshold. Uz pomo¢ naredbe Analyse — Measure postavljeni su parametri za
kvantifikaciju 1 izmjerena je povrSina slike koju zauzimaju mitohondriji. Analizirano je

subkapsularno podrucje jetre i podrucje oko centralne vene.

Slika 4. Postupak obrade slike za kvantifikaciju mitohondrija. (1) Odabir fotografije. (2)

Dekonvolucijom izabrani kanal uz prilagoden kontrast. (3) Prikaz mitohondrija. Veli¢ina

skale 200pm. Fotografirala autorica.
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Toluidinsko modrilo. Za prikaz mastocita u jetri koriSteno je Toluidinsko modrilo,
fotografirano je podrucje direktno uz krvne zile. Toluidinsko bojenje napravljeno je prema

sljede¢em protokolu protokolu (44) :

deparafiniranje ksilenom i rehidriranje rezova u destiliranoj vodi;
uranjanje uzoraka u destiliranu vodu 5 minuta;
uranjanje uzoraka u otopinu kiselog 0,5 % toluidina pH = 0,5 u trajanju 20 minuta;

dehidriranje u nizu od 3 acetona i mjesavini aceton:ksilen 50:50;

a > Wb oE

procis¢avanje u ksilenu dva puta po 5 minuta i naposljetku pokrivanje preparata

pokrovnicama uz pomo¢ medija Histomount.

Nakon bojenja preparati su fotografirani na mikroskopu kamerom Olympus D70 pri poveéanju
okulara i objektiva 200x. Fotografije su analizirane u programu ImageJ (43). Odabrana je
zeljena fotografija. Uz pomo¢ programskog dodatka brojaca stanica Cell counter, izbrojani su

mastociti u vidnom polju koji su se dalje analizirali u statistickom programu.

Za prikaz vezivnog tkiva slezene koristeno je pikrosirijus bojenje. Stakalca s rezovima
uronjena su u otopinu pikrosirijus i ostavljena 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga su
rezovi brzo dehidrirani u apsolutnom alkoholu. Preparati su fotografirani na mikroskopu
kamerom Olympus D70 pri poveéanju okulara i objektiva 100x. Fotografije su analizirane u
programu ImageJ (43). Naredbom Image — Adjust — Color Treshold uz prilagodene parametre
obiljezena su retikulinska vlakna slezene. Uklonjeno je pozadinsko obojenje 1 uz koristenjem
naredbe Analyse — Measure izmjeren je postotak povrSine koju zauzimaju retikulinska vlakna

na slici.

Slika 5. Postupak obrade slike za kvantifikaciju retikulinskih vlakana slezene. (1) Odabrana
fotografija. (2) Obiljezena retikulinska vlakna. (3) Retikulinska vlakna s uklonjenom

pozadinom. Veli¢ina skale 500 um. Fotografirala autorica.
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4.3.2. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju raspodjela koje
slijede normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog raspona.
Razlike normalno raspodjeljenih numeri¢kih varijabli izmedu nezavisnih skupina testirane su
ANOVA testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Kruskal Walis testom s
pripadaju¢im post HOC testovima. Sve p vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti
postavljena je na a. = 0,05. Za statisti¢ku analizu koriSten je program Statistical2 (StatSoft Inc.,
TULSA, Oklahoma, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Histoloski prikaz udjela dvostrukih jezgara u hepatocitima potomaka S$takorica
tretiranih i netretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom

Najmanji udio dvostrukih jezgara u broju hepatocita imali su muski potomci Sprague
Dawley S$takorica tretiranih desloratadinom, a najveci udio dvostrukih jezgara imali su muski
potomci Stakorica netretiranih antihistaminicima (Slika 3). Udio dvostrukih jezgara u broju
hepatocita kod Zenskih Stakorica koje nisu bile tretirane antihistaminicima desloratadinom i
bilastinom iznosio je 0,31 (SD = 0,07), kod Zenskih potomaka Stakorica tretiranih
desloratadinom iznosio je 0,27 (SD = 0,07), a kod Zenskih potomaka Stakorica tretiranih
bilastinom bio je 0,30 (SD = 0,05). Kod Zenske skupine potomaka Stakorica tretiranih
desloratadinom 1 bilastinom nije dokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu

skupinu koja nije tretirana antihistaminicima.

Slika 6. Prikaz rezultata histoloskog bojanja hemalaun eozinom koji je koriSten za

kvantifikaciju jezgara u hepatocitima zenskih potomaka Sprague Dawley $takorica
netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: S — dio jetre blize sredi$njem dijelu preparata; P — dio jetre blize kapsuli; ZK —
zenski potomci $takorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i bilastinom; ZD
— zenski potomci $takorica tretiranih desloratadinom; ZB — Zenski potomci $takorica tretiranih

bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku skupinu. Veli¢ina skale

200 um, fotografirala autorica.
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Slika 7. Prikaz rezultata histoloskog bojanja hemalaun eozinom koji je koristen za
kvantifikaciju jezgara u hepatocitima muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica
netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: S — dio jetre blize sredi$njem dijelu preparata; P — dio jetre blize kapsuli; MK —muski
potomci Stakorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom 1 bilastinom; MD —
muski potomeci $takorica tretiranih desloratadinom; MB — muski potomci Stakorica tretiranih
bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku skupinu. Veli¢ina skale

200 pum, fotografirala autorica.
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Slika 8. Prikaz udjela dvostrukih jezgara u broju hepatocita po vidnom polju muskih
potomaka Sprague Dawley Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima
desloratadinom i bilastinom.

ANOVA test: F(317y= 5,109, p = 0,02. *p < 0,05 Oznake: MK — muski potomci Stakorica koje
nisu tretirane antihistaminicima desloratadinom i bilastinom; MB — muski potomci Stakorica

tretiranih bilastinom; MD — muski potomci §takorica tretiranih desloratadinom.
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5.2. Histoloski prikaz omjera crvene i bijele pulpe slezene potomaka Stakorica tretiranih
I netretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom

Omjer crvene i bijele pulpe kod zenskih potomaka S$takorica netretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom iznosio je 50,90 (SD = 9,75), dok je kod zenskih
potomaka Stakorica tretiranih desloratadinom iznosio 51,99 (SD = 12,27), a kod Zenskih
potomaka stakorica tretiranih bilastinom bio je 48,08 (SD = 6,95). Omjer crvene i bijele pulpe
kod muskih potomaka Stakorica netretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom
iznosio je 52,30 (SD =11,87), dok je kod muskih potomaka Stakorica tretiranih desloratadinom
iznosio 47,19 (SD = 4,73), a kod muskih potomaka $takorica tretiranih bilastinom bio je 42,11
(SD =9,82). Nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika u omjeru crvene i bijele pulpe slezene
izmedu muskih potomaka Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i
bilastinom. Takoder i kod zenskih potomaka Stakorica tretiranih antihistaminicima
desloratadinom i bilastinom nije zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu
skupinu Kkoja nije tretirana antihistaminicima desloratadinom i bilastinom. Koristen ANOVA
test.

Slika 9. Prikaz rezultata histoloskog bojanja hemalaun-cozinom koji je koriSten za

kvantifikaciju omjera crvene i bijele pulpe slezene Zenskih potomaka Sprague Dawley
Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.
Oznake: ZK — Zenski potomci $takorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; ZD — Zenski potomci $takorica tretiranih desloratadinom; ZB — Zenski potomci

Stakorica tretiranih bilastinom. Veli¢ina skale 2 mm, fotografirala autorica.
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Slika 10. Prikaz rezultata histoloSkog bojanja hemalaun eozinom koji je koriSten za

kvantifikaciju omjera crvene i bijele pulpe slezene muskih potomaka Sprague Dawley
Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.
Oznake: MK — muski potomci Stakorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; MD — muski potomci Stakorica tretiranih desloratadinom; MB — muski potomci

Stakorica tretiranih bilastinom. Veli¢ina skale 2 mm, fotografirala autorica.

5.3. Brojnost mitohondrija jetre potomaka Stakorica tretiranih i netretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom

Brojnost mitohondrija kod Zenskih potomaka Stakorica koje nisu izlozene
antihistaminicima desloratadinu i bilastinu iznosila je 31,5 (SD = 1,76), kod Zenske skupine
potomaka Stakorica koje su tretirane desloratadinom bila je 32 (SD = 9,03), a kod Zenske
skupine potomaka Stakorica tretiranih bilastinom iznosila je 41 (SD = 7,85). Brojnost
mitohondrija kod muskih potomaka S$takorica koje nisu izlozene antihistaminicima
desloratadinom i bilastinom iznosila je 36,3 (SD = 9,48), kod muskih potomaka $takorica koje
su tretirane desloratadinom bila je 34,3 (SD = 7,50), a kod muskih potomaka $takorica tretiranih
bilastinom iznosila je 32,3 (SD = 5,43). Nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u broju
mitohondrija izmedu potomaka Sprague Dawley Stakorica netretiranih 1 tretiranih

antihistaminicima desloratadinom i bilastinom. Koristen ANOVA test.
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Slika 11. Prikaz rezultata PTAH metode koja je koriStena za kvantifikaciju koli¢ine

mitohondrija u jetri Zenskih potomaka Sprague Dawley Stakorica netretiranih i tretiranih

antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: S — dio jetre blize sredi$njem dijelu preparata; P — dio jetre blize kapsuli; ZK —
7enski potomci §takorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i bilastinom; ZD
— zenski potomci §takorica tretiranih desloratadinom; ZB — Zenski potomci §takorica tretiranih

bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku skupinu. Veli¢ina skale

200 pm, fotografirala autorica.
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Slika 12. Prikaz rezultata PTAH metode koja je koriStena za kvantifikaciju koli¢ine

mitohondrija u jetri muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica netretiranih i tretiranih

antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: S — dio jetre blize sredisSnjem dijelu preparata; P — dio jetre blize kapsuli; MK —
muski potomeci Stakorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i bilastinom,;
MD — muski potomci Stakorica tretiranih desloratadinom; MB — muski potomci Stakorica

tretiranih bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku skupinu.

Velicina skale 200 um, fotografirala autorica.

5.4. Nakupljanje mastocita u jetri potomaka S$takorica netretiranih i tretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom

Broj mastocita u jetri kod zenskih potomaka Stakorica koje nisu bile tretirane
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom iznosio je 18 (SD = 4,23), kod Zenskih potomaka
tretiranih desloratadinom bio je 22 (SD = 6,31) dok kod Zenskih potomaka $takorica tretiranih
bilastinom iznosio je 20 (SD = 2,8). Nije zabiljezena statisticki zna¢ajna razlika u broju
mastocita u jetri izmedu Zenskih potomaka Sprague Dawley stakorica netretiranih i tretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom. Broj mastocita u jetri kod muskih potomaka
Stakorica koje nisu tretirane antihistaminicima desloratadinom i bilastinom bio je 23 (SD =
5,42), kod muskih potomaka tretiranih desloratadinom iznosio je 22 (SD = 6,31) dok je kod
muskih potomaka Stakorica tretiranih bilastinom iznosio 20 (SD = 2,8). Takoder nije

zabiljezena statisticki znacajna razlika u broju mastocita u jetri izmedu muskih potomaka
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Sprague Dawley Stakorica netretiranih 1 tretiranih antihistaminicima desloratadinom i

bilastinom. Koristen ANOVA test.

Slika 13. Prikaz rezultata bojanja Toluidinskim modrilom koje je koriSteno za odredivanje
broja mastocita u jetri Zenskih potomaka Sprague Dawley Stakorica tretiranih i netretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: ZK — Zenski potomci $takorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; ZD — Zenski potomci §takorica tretiranih desloratadinom; ZB — zenski potomci
Stakorica tretiranih bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku

skupinu. Veli¢ina skale 200 pm, fotografirala autorica.

MK MD MB

\

Slika 14. Prikaz rezultata bojanja Toluidinskim modrilom koje je koriSteno za odredivanje
broja mastocita u jetri muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica tretiranih i netretiranih
antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.

Oznake: MK — muski potomci Stakorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; MD — muski potomci Stakorica tretiranih desloratadinom; MB — muski potomci
Stakorica tretiranih bilastinom.. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku

skupinu. Veli¢ina skale 200 pm, fotografirala autorica

24



REZULTATI

5.5. Prikaz vezivnog tkiva slezene potomaka Sprague Dawley $takorica netretiranih i
tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom

Postotni udio retikulinskih vlakana po vidnom polju kod zenskih potomaka Stakorica
koje nisu tretirani antihistaminicima desloratadinom i bilastinom iznosio je 41 (SD = 9,2), kod
zenskih potomaka $takorica tretiranih desloratadinom iznosio je 49,5 (SD = 6,41) dok je kod
zenskih potomaka Stakorica tretiranih bilastinom iznosio 46,8 (SD = 10,5). Nije dokazana
statistiCki znacajna razlika u postotnom udjelu retikulinskih vlakana slezene izmedu Zenskih
potomaka Sprague Dawley Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom
i bilastinom. Postotni udio retikulinskih vlakana kod muskih potomaka Stakorica koje nisu
tretirane anthistaminicima desloratadinom i bilastinom bio je 44 (SD = 10,79), kod muskih
potomaka Stakorica tretiranih desloratadinom iznosio je 42,5 (SD = 13,16), a kod muskih
potomaka $takorica koje su tretirane bilastinom bio je 37,5 (SD = 9). Nije dokazana statisti¢ki
znacajna razlika u postotnom udjelu retikulinskih vlakna ni kod muskih potomaka Stakorica

netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom. Koristen ANOVA test.

~

ZK ZD ZB

Slika 15. Prikaz rezultata pikrosirijus bojanja koje je koristeno za kvantifikaciju postotnog
udjela retikulinskih vlakana slezene u vidnom polju zenskih potomaka Sprague Dawley
Stakorica netretiranih 1 tretiranih antihistaminicima desloratadinom 1 bilastinom.
Oznake: ZK — Zenski potomci $takorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; ZD — Zenski potomci $takorica tretiranih desloratadinom; ZB — zenski potomci
Stakorica tretiranih bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku

skupinu. Veli¢ina skale 500 um, fotografirala autorica.

25



REZULTATI

MK MD MB

Slika 16. Prikaz rezultata pikrosirijus bojanja koje je koristeno za kvantifikaciju postotnog
udjela retikulinskih vlakana slezene u vidnom polju zenskih potomaka Sprague Dawley
Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom.
Oznake: MK — muski potomci Stakorica koji nisu tretirani antishitaminicima desloratadinom i
bilastinom; MD — muski potomci Stakorica tretiranih desloratadinom; MB — muski potomci
Stakorica tretiranih bilastinom. Na slikama se vidi reprezentativni dio preparata za svaku

skupinu. Veli¢ina skale 500 um, fotografirala autorica.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj koriStenja antihistaminika desloratadina i bilastina
tijekom trudnoée na razvoj jetre i slezene potomaka Sprague Dawley Stakorica. Smatra se da
antihistaminici desloratadin i bilastin prolaze¢i placentarnu barijeru Stetno utje¢u na razvoj
fetusa ukoliko se primjenjuju u kriticnim razdobljima trudnoce kao $to su prvi trimestar i
oraganogeneza (9). Opsezne studije ukljucujuci i studiju iz Sjeverne Amerike istrazivac¢a Qian
Li, Mitchel A.A. i suradnika nisu utvrdile vezu izmedu antihistaminika i veéih urodenih
malformacija organa. Mnoge prethodne studije, koje dovode u vezu konzumaciju
antihistaminika 1 urodene malformacije organa, ukljucivale su viSestruku usporedbu i mali broj

slucajeva stoga te studije nemaju dovoljnu znanstvenu tezinu (45).

Histoloskim bojanjem hemalaunom i eozinom rezova jetre odreden je udio dvostrukih
jezgara u broju hepatocita. Ovom studijom pokazano je da se kod muskih potomaka Sprague
Dawley $takorica tretiranih desloratadinom broj dvostrukih jezgara u jetri smanjuje s obzirom
na kontrolnu skupinu koja nije tretirana desloratadinom. Funkcija dvostrukih jezgara u
hepatocitima povezuje se s razli¢itim funkcijama jetre kao $to su metabolizam i detoksikacija
lijekova. Procesi u jetri su uéinkovitiji kod stanica s dvije jezgre. Naime, stanice sadrze veéu
koli¢inu DNA $to utjeCe na ekspresijski profil odredenih gena ¢ime se povecava metaboli¢ka
plasti¢nost stanice. Dvostruke jezgre $tite stanicu od tumorigeneze i apoptoze osiguravajuci joj
normalno funkcioniranje (46, 47, 48). Budu¢i da se desloratadin metabolizira u jetri, studije
pokazuju da je primjena ovoga lijeka povezana s povisenom vrijednoscu jetrenih enzima. lako
se najc¢esce radi o asimptomatskim slu¢ajevima, u manjem broju primjenom desloratadina
dolazi do klinicki lak$e ozljede jetre (41). Smanjenje broja visejezgrenih hepatocita kod muskih
potomaka desloratadinom tretiranih Stakorica ukazuje na mogucu vecu podloznost muskih

potomaka jetrenim tumorima i slabiju funkcionalnost jetre.

Budu¢i da se bilastin ne metabolizira u jetri nego se nepromijenjen izlucuje putem
bubrega i fecesa, smatra se da ne djeluje Stetno na jetru i njen razvoj (35). Ovom studijom to je
I potvrdeno jer nije dokazana statisticki znacajna razlika izmedu potomaka Sprague Dawley
Stakorica tretiranih bilastinom i kontrolne skupine koja nije tretirana antihistaminikom

bilastinom.

Histoloskim bojanjem hemalaunom i eozinom odreden je omjer crvene i bijele pulpe
slezene. Dokazano je da omjer crvene i bijele pulpe slezene ostaje nepromijenjen, odnosno da

primjena antihistaminika desloratadina i bilastina, antihistaminika druge generacije sa
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smanjenim nuspojavama ne dovodi do Stetnog utjecaja na razvoj slezene potomaka Sprague
Dawley Stakorica (38, 39). Slezena ima vaznu ulogu u obrani organizma, imunoloskim
odgovorom utjece na razli¢ite organe i tkiva, ali isto tako izlaganje slezene toksinima dovodi
do poremecaja omjera crvene i bijele pulpe slezene (18, 19, 20). Histaminski H4 receptori se u
slezeni eksprimiraju na imunoloski stanicama koje otpuStaju histamin nakon stimulacije
antigenom. Histaminski receptori imaju znacajnu ulogu u kemotaksiji koja je povezana s
imunosnim i upalnim odgovorom slezene (49, 50). Istrazivanja su pokazala da primjenom

antihistaminika u trudno¢i, na Zivotinjskim modelima, ne dolazi do oSte¢enja organa (39, 51).

Vezivno tkivo slezene eksperimentalnih skupina u odnosu na kontrolnu usporedeno je
nakon bojanja pikrosirijusom. Vezivno tkivo povezuje stanice i organe te im daje oblik i
mehani¢ku potporu. Smatra se da izlaganje toksinima dovodi do razaranja vezivnog tkiva i do
razvoja kolagenoze (19, 36, 37). Ovom studijom nije utvrdeno da antihistaminici razarajuce
djeluju na vezivno tkivo slezene odnosno da smanjuju broj retikulinskih vlakana u potomaka
antihistaminicima tretiranih trudnica. Na temelju postoje¢ih dokaza primjena druge generacije

antihistaminika nije povezana s povec¢anim rizikom o$tecenja slezene kod trudnica (32).

Bojanjem tkiva Toluidinskim modrilom odreden je broj mastocita u jetri. Tijekom
ulaska alergena u organizam stvaraju se IgE protutijela koja se veZu na mastocite. Povecava se
broj mastocita u jetri i oslobadaju se medijatori upale kao $to je histamin koji dovode do razvoja
alergijskih simptoma. Sposobnost antagonista histaminskih receptora da inhibiraju
degranulaciju mastocita sugerira da su antihistaminici stabilizatori mastocita. Smanjen broj
odnosno aktivnost mastocita §titi jetru od ozljede i omogucuje njeno normalno funkcioniranje
(19, 22, 52). Ovom studijom pokazano je da primjenom antihistaminika ne dolazi do znacajnog

povecanja broja mastocita izmedu skupina tretiranih antihistaminicima i kontrolne skupine.

Mitohondriji su ,.energetska centrala stanice” odnosno stani¢ni organeli kojima je
glavna uloga proizvodnja energije. Jetra je jedan od organa najbogatijih mitohondrijima. Jetreni
mitohondriji imaju jedinstvene znacajke u usporedbi s mitohondrijima drugih organa, jer su u
srediStu metabolizma ugljikohidrata, lipida i proteina u jetri. Stoga je pravilno funkcioniranje
mitohondrija jetre neophodno za sprecavanje bolesti jetre. Mitohondriji su takoder bitni u
prezivljavanju hepatocita kao posredniCi apoptoze i nekroze. Smrt hepatocita ukljucena je u
veéinu patologija jetre jer obavljaju veéinu metabolickih i sintetickih funkcija. Stoga su
hepatociti razvili razli¢ite mehanizme kako bi zadrzali integritet mitohondrija ili sprijecili

ucinke lezija mitohondrija (53). Brojnost mitohondrija jetre odredena je PTAH metodom i
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utvrdeno je da koli¢ina mitohondrija u stanicama jetre ostaje oCuvana unato¢ primjeni

antihistamnika tijekom intrauterinog razvoja.

U bududim istrazivanjima trebalo bi uzeti u obzir nove laboratorijske tehnike koje nam
mogu pruziti dodatan uvid u farmakokinetiku i mehanizam djelovanja lijekova. Primjer nove
metode je ,,organ na ¢ipu‘ koji je koristan za istrazivanje odnosa majke i fetusa, prijenosa tvari
te djelovanja lijekova na fetus. Potrebna su i veca ulaganja u studije s lijekovima kako bi se
trudnicama omogucéila dostupnost kljuénih informacija, a samim time, ukoliko je nuzna,

primjena odredenih lijekova (54).

Uzimajuéi u obzir rezultate radova, kao i rezultate ovog istrazivanja, moze se zakljuciti
da antihistaminici desloratadin i bilastin ne utjecu Stetno na razvoj jetre i slezene potomaka
Sprague Dawley $takorica. U naSem istrazivanju pokazana je smanjena koli¢ina dvostrukih
jezgara u hepatocita muskih potomaka desloratadinom tretiranih $takorica iz ¢ega proizlazi da
su vjerojatno podlozniji razvoju jetrenih tumora i imaju slabiji metabolizam u odnosu na ostale

zivotinjske skupine, no to jos treba dodatno istraziti.

Prije uzimanja bilo kojeg lijeka tijekom trudnoce, lijecnik i pacijentica trebaju
razgovarati o potencijalnom riziku odnosno koristi lijeka. Pacijentici treba objasniti da iako nije
zabiljezeno da su odredeni teratogeni ucinci povezani s unosom antihistaminika u trudnod¢i,
pozeljno je odgoditi upotrebu lijekova u prvom tromjese¢ju. Ukoliko je nuZna primjena
preporucuje se da se alergijske manifestacije lijeCe primjenom lijekova za lokalnu upotrebu

poput blagih emolijenasa i lokalnih antihistaminika (38).
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7. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati dovode do sljede¢ih zakljucaka:

1. Primjena antihistaminika desloratadina i bilastina ne uzrokuje promjene u razvoju jetre
i slezene kod potomaka trudnih Sprague Dawley Stakorica.

2. U jetri ne dolazi do povecanja broja mastocita, a koli¢ina mitohondrija se ne razlikuje
kod potomaka antihistaminicima tretiranih i netretiranih Sprague Dawley Stakorica.

3. Uocena je statisticki znacajna razlika u koli¢ini dvostrukih jezgara hepatocita muskih
potomaka desloratadinom tretiranih Stakorica.

4. U slezeni ne dolazi do promjene omjera crvene i bijele pulpe kao ni koli¢ine vezivnog
tkiva kod potomaka antihistaminicima tretiranih i netretiranih Sprague Dawley

Stakorica.
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8. SAZETAK
Ciljevi: Usporediti histolosku gradu jetre i slezene eksperimentalnih skupina u odnosu na
kontrolnu. Usporediti broj mastocita i brojnost mitohondrija jetre te koli¢inu vezivnog tkiva i

omjer crvene i bijele pulpe u slezeni eksperimentalnih u odnosu na kontrolnu skupinu.

Nacrt studije: Istrazivanje je zamisljeno kao studija parova. U studiju su ukljucene tri skupine
Sprague Dawley Stakora, Cije su majke od 10. gestacijskog dana trudnoce tretirane
antihistaminicima desloratadinom ili bilastinom, odnosno nisu tretirane. Skupine su jo$

podijeljene na muske i Zenske potomke.

Materijali i metode: Tkivo jetre pripremljeno za analizu obojano je hemalaun i eozinom za
prikaz histoloske grade, Toluidinskim modrilom za prikaz mastocita te PTAH bojanjem za
prikaz koli¢ine mitohondrija jetre. Za vizualizaciju tkiva slezene koriSteni su hemalaun i eozin
kojim smo prikazali omjer crvene i bijele pulpe te pikrosirijus bojanje kojim smo prikazali

koli¢inu vezivnog tkiva.

Rezultati: Postoji statisticki znacajna razlika u koli¢ini dvostrukih jezgara u hepatocitima kod
muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica tretiranih desloratadinom dok kod zenske skupine
potomaka Stakorica nema statisti¢ki znacajne razlike. Brojnost mitohondrija i broj mastocita u
jetri nije promijenjen kod potomaka Stakorica netretiranih i tretiranih antihistaminicima
desloratadinom i bilastinom. Omjer crvene i bijele pulpe potomaka Stakorica netretiranih i

tretiranih antihistaminicima, kao i postotni udio retikulinskih vlakana ostaje nepromijenjen.

Zakljucak: Primjena antihistaminika desloratadina i bilastina ne uzrokuje promjene u razvoju
jetre i slezene potomaka trudnih Sprague Dawley Stakorica. U jetri ne dolazi do poveéanja broja

mastocita, a u slezeni se ne mijenja omjer crvene i bijele pulpe.

Kljuéne rije€i: antihistaminici; jetra; slezena; trudnoca.
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9. SUMMARY

Effect of desloratadine and bilastine antihistamines on the development of the liver and
spleen of Sprague Dawley rats

Objectives: Compare the histological structure of a liver and a spleen of the experimental
groups in relation to the control group. Compare the number of mast cells and the number of
mitochondria in the liver and compare the amount of connective tissue and the ratio of red and

white pulp in the following experimental groups versus the control group.

Study Design: This study was designed as a case-control study. The study included three
groups of animals whose mothers, Sprague Dawley rats, had been treated with the
antihistamines desloratadine or bilastine since the 10" gestational day of pregnancy or had not

been treated. The groups were further divided into male and female offspring.

Materials and methods: Prepared liver tissue for analysis was stained with hemalaun and eosin
to show histological structure, Toluidine blue to show mast cells and PTAH staining to show
the amount of liver mitochondria. Hemalaun and eosin were used to visualize the spleen tissue,
which was used to show the ratio of red and white pulp and picrosirius staining, which was used

to show the amount of connective tissue.

Results: There is a statistically significant difference in the amount of double nuclei in
hepatocytes in male Sprague Dawley rats’ offspring treated with desloratadine while, in the
female group of rats’ offspring, no statistically significant difference is revealed. The numbers
of mitochondria and mast cells in the liver were not altered in the rats’ offspring untreated and
treated with the antihistamines desloratadine and bilastine. The ratio of red and white pulp of
rats’ offspring untreated and treated with antihistamines, as well as the percentage of reticulin

fibers in the visual field, remains unchanged.

Conclusion: The use of antihistamines desloratadine and bilastine does not cause changes in
the development of the liver and spleen of the offspring of pregnant Sprague Dawley rats. There
is no increase in the number of mast cells in the liver and the ratio of red and white pulp does

not change in the spleen.

Key words: antihistamines; liver; spleen; pregnancy.
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