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1. UvVOD

1.1. Struktura koze i njena funkcija

Koza je jedan od najvecih ljudskih organa ¢ija funkcija je visestuka, a primarna je zastita
organizma. Koza takoder sudjeluje u termoregulaciji, osjetni je organ, ima endokrinu funkciju,
sudjeluje u neverbalnoj komunikaciji (1). Povrsina koze je 1,7 m?i teZi oko 15 % tjelesne mase.

Podijeljena je na slojeve: epidermis, dermis i subkutani sloj (2).

Epidermis je vanjski dio koze i se sastoji od velikog broja stanica. Oko 95 % stanica Cine
keratinociti, ostale stanice su melanociti, Langerhansove stanice i Markelove stanice. Epidermis
je sloj koze bez krvnih Zila, a nutrijente dobiva iz kapilarnog spleta dermisa preko epidermalno-
dermalnog spoja. Epidermalni slojevi su: stratum corneum, stratum lucidum, stratum
granulosum, stratum spinosum i stratum basale. Donja dva sloja zajedno se jo§ nazivaju

stratum germinativum jer se u njima zbivaju diobe (3).

Dermis je wvezivni sloj koZe. Sastoji se od kolagenih i elasticnih vlakana te
glikozaminoglikana koji se zajedno nazivaju izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix,
ECM). Stanice dermisa su fibroblasti, dermalne dendriti¢ke stanice, mastociti i histociti. U
dermisu se jo$ nalaze krvne i limfne Zile te zivci. Podijeljen je u gornji, papilarni dermis, i donji,

retikularni dermis (4).

Subkutano tkivo lezi ispod dermisa. Sastoji se od masnog i vezivnog tkiva kroz koje
prolaze zivci i1 krvne zile. Subkutano tkivo sluzi kao izolator, absorbira energiju udaraca i cuva

toplinu (3).

1.1.1. Osjetna inervacija koze

Na osnovu strukture i neurofizioloskih svojstava osjetna ziv€ana vlakna koze se dijele u

slijedece skupine:

1. Aa vlakna - promjera 12 - 22 um, dobro su mijelinizirana i imaju veliku brzinu
provodenja potencijala 70 - 120 m/s (5);
2. AP vlakna - su nesto slabije mijelinizirana, promjera 6 - 12 um, provode proprioceptivne

I mehanicke podrazaje (6,7);
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3. AJ vlakna - su slabo mijelizirana, nociceptivna vlakna, promjera 1 - 5 um i srednje
brzine provodenja podrazaja 4 - 30 m/s. Vec¢ina Ad vlakana je polimodalna. Sudjeluju
U nocicepciji i percepciji mehanic¢kog podrazaja (8);

4. C vlakna - promjera 0,2 - 1,5 um nisu mijelizirana i najsporije provode podrazaj
brzinom 0,5 - 2 m/s. Kao i Ad, C vlakna su polimodalna i takoder provode nociceptivne

podrazaje (9).

Intraepidermalna zivéana vlakna (engl. intraepidermal nerve fibers, IENF) su slobodni
ziv€ani zavrSetci distalnih aksona pseudounipolarnih stanica i najce$¢i su tip ZivCanih
zavrSetaka u kozi (10). Ukljuéuju razlicite tipove osjetnih vlakana: Ad i C vlakna. U epidermisu
nalazimo samo C-vlakna, a C- i Ad-vlakna mozemo naéi skupa u subepidermalnom sloju.

Vecina ziv¢anih vlakana se nalazi u srednjem sloju dermisa (11, 12).

Dermalna zivéana vlakna su organizirana u snopove koji se nalaze odmah ispod
epidemalno-dermalne granice i Cine subepidermalni pleksus iz kojeg dio vlakana odlaze u
epidermis. Zivéana vlakna koja ostaju u u dermisu formiraju razgranate strukture s razli¢itim
stupnjem slozenosti. IENF funkcioniraju kao polimodalni receptori. Gustoc¢a ziv€anih vlakana
u kozi je razlicita. Leda imaju vecu gusto¢u vlakana od udova. Vlakna u prstima i dlanovima
se manje granaju od onih u ostalim djelovima koze (13, 14). Vecina osjetnih vlakana koja

polaze iz ganglija dorzalnih korjenova (engl. dorsal root ganglia, DRG) su Ad i C vlakna (5).

Podskupina C vlakana moZe prenositi osjet svrbeZi koji je induciran histaminom.
Mehanoosjetljiva C vlakna eksprimiraju histaminski receptor 1 (engl. histamine receptor, HR)
i prenose osjet svrbezi, a nalaze se kao slobodni ziv€ani zavrSetci U epidermisu i time su
najdostupniji potencijalnom djelovanju antihistaminika u amnijskoj tekucini. Peptidinergi¢na
C vlakna zavrSavaju u stratum spinosum, dok nepeptidinergi¢na C vlakna penetriraju u stratum
granulosum. Predstavljaju najdistalnije nociceptore i zato su idealan kandidat za istrazivanje
gusto¢e intraepidermalnih vlakana na Stakorima ¢ije su majke tijekom intrauterinog razvoja

tretirane antihistaminicima (15 - 18).

1.2. Modulacija imunoloskog odgovora zivéanim sustavom

Neuropeptidi i proinflamatorne molekule koje otpustaju osjetni neuroni u kozi mogu
aktivirati specifi¢ne stanice i inducirati upalu na periferiji (23, 24). Glavna uloga neuropeptida

je neurotransmiterska (engl. neurotramsitter, NT), ali imaju ulogu i u upali. Neuropeptide i
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njihove receptore pronalazimo u ve¢em broju u upaljenom tkivu. Neki od neuropeptida koji
sudjeluju u procesu upale su: tvar P (engl, substance P, SP), peptid povezan s kalcitonininskim
genom (engl. calcitonin gene-related peptide, CGRP), vazoaktivni intestinalni peptid (engl.
vasoactive intestinal peptide, VIP) i tvar K (engl. substance K, SK). Proinflamatorna
interakcija izmedu neurona i ciljanih stanica je objasnjena kao aksonalno-refleksni model
neurogenicne upale (25). Kada dode do ozljede tkiva koje je inervirano osjetnim neuronima,
dolazi do provodenja ortodromi¢nog signala kroz osjetne neurone do DRG i onda u sredi$nji
ziv€ani sustav (engl. central nervus system, CNS). Osim ovakvog, klasi¢nog, na¢ina provodenja
signala kojim percipiramo bol, osjetni neuroni su sposobni provoditi sekundari impuls u
obrnutom smjeru, natrag u inervirano tkivo — antidromiéni odgovor. Kod antidromi¢nog
odgovora neuropeptidi se otpustaju u ozlijedeno tkivo i dolaze u interakciju sa stanicama koje
se nalaze neposredno uz pobudeni neuron (26, 27). Takoder je dokazano da ne-ZivCane stanice
imaju receptore za neuropeptide otpustene iz pobudenih neurona. Stanice imunoloskog sustava,

epidermalne i dermalne stanice imaju receptore za NT (28 - 30).

Uz neuropeptide vaznu ulogu u neurogenoj upali ima neutralna endopeptidaza (engl.
neutral endopeptidase, NEP). NEP je glavna proteaza neurokinina i ima vaznu ulogu u
zaustavljanju neurogene upale. Uspjesno se natjeCe s receptorom za otpustene neuropeptide
nakon antidromi¢nog odgovora. NEP se moZe pronac¢i na epidermisu i mikrovaskularnim

endotelnim stanicama dermisa (31).

Vecina osjetnih  neuropatija, uklju¢uju¢i one povezane sa virusom humane
imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus, HIV) i dijabetes melitusom, su
karakterizirane predominantno simptomima na periferiji i aksonalnom degeneracijom koznih
osjetnih zivaca (32, 33). Neuropatije zivcanih vlakana malog promjera (engl. Small Fiber
Neuropathy, SFN) su neuropatije karakterizirane poremecajem Ad i C vlakana (34). Gubitak
intraepidermalnih vlakana se smatra dijagnostickim markerom SFN-ova. Glavni simptom SFN-

ova je neuropatska bol (35).

Odredivanje uzroka simptoma Koji nastaju zbog promjena u osjetim vlaknima moze biti
problem. Kada se sumnja na neuropatiju, ispitivanje neurona i provodljivosti neurona uglavnom
ne otkrivaj abnormalnosti. Stoga je bilo potrebno razviti na¢in kojim ¢e se SFN mo¢i pouzdano
odrediti. Odredivanje gustoce intraepidermalnih ziv¢anih vlakana se pokazao kao vrlo vazan
alat u detekciji SFN-a zbog moguc¢nosti predvidanja degradacije osjetnih neurona usprkos
normalnoj morfometriji promatranog zivca (36). Gustoca intraepidermalnih vlakana korelira sa

neurofizioloskim promjenama, prisutno$c¢u i ozbiljnosti bolesti (37 - 39).
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1.3. Histamin

Histamin je bioaktivni monoamin koji se ponasa kao signalna molekulai NT (40). Histamin
na periferiji regulira imunosni odgovor. Takoder, sudjeluje u regulaciji svrbezi kada ga luce
mastociti i bazofili koze gdje aktivira H receptor pozitivna C vlakana. Glavna funkcija
histamina u mozgu je poticanje budenja i supresija REM (engl. rapid eye movement) faze
spavanja koju karakteriziraju brzi pokreti o¢ima. U mozgu je jedini izvor histamina
tuberomamilarna jezgra (engl. tuberomammillary nucleus, TMN) (41). Histamin aktivira
Na periferiji mastociti sadrze granule bogate histaminom koje se otpustaju nakon aktivacije
stanice s imunogloulinom E (engl. immunoglobulin E, IgE). Histamin se veze na HR1 i HR2
receptore na nociceptivnim neuronima sto dovodi do povecanja izrazaja Nav 1.8 kanala i

izaziva pojacanju osjetljivost na mehanicke i toplinske podrazaje (42, 43).

Histidin dekarboksilaza (engl. histidine decarboxylase, HDC) pretvara aminokiselinu
histidin u histamin koji se onda pakira u sinapti¢ke vezikule putem vezikularnog monoamin
transportera (engl. vesicular monoamine transporter, VMAT?2) (44). Kada su ziv¢ane stanice
depolarizirane, histamin se otpusta u sinapticku pukotinu 1 veze se na histaminske receptore
koji se nalaze pre- ili postsinaptic¢ki. Za razliku od drugih monoaminergickih NT, kao $to su
serotonin i dopamin, nema povratka histamina u presinapticke neurone. Veéina histamina se
uklanja iz izvanstani¢nog prostora pretvaranjem u inaktivni telemetilhistamin (engl. tele-
methylhistamine, tmHA) uz pomo¢ histamin N-metil transferaze (engl. histamine N-
methyltransferase, HNMT) (45).

1.3.1. Histaminski receptori

Histamin djeluje putem 4 tipa H receptora koji su transmembranski proteini stani¢ne
membrane povezani s G-proteinima. Porodicu H receptora ¢ine: HR1, HR2, HR3 i HR4. Zbog
svog pleotropnog ucinka, ovi receptori imaju mnoge klini¢ke u¢inke. Opcenito govore¢i H
receptori su proteini s 7 transmembranskih domena povezani s G proteinom. Aktivacijom HR1
i HR2 receptora iducira se mobilizacija iona kalcija (Ca?") i akumulacija cikli¢kog adenozin

monofosfata (engl. cyclic adenosine monophosphate, CAMP) (46).
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C vlakna imaju HR1 receptor sto ih ¢ini podloznima utjecaju histamina. H1 receptor je
Siroko rasprostranjen U organizmu. Dobro istrazena je njegova prisutnost u CNS-u, glatkim
misi¢ima, osjetnim neuronima, srcu, srzi nadbubrezne Zlijezde, imunoloskim, endotelnim i
epitelnim stanicama. Posreduje u vecini postsinapti¢kih uc¢inaka histamina na CNS. Aktivacija
HR1 receptora depolarizira postsinapticke neurone, $to je klju¢no u promociji budenja.
Vezanjem na HR1 receptor histamin stimulira kontrakciju glatkih misi¢a u respiratornom i
gastrointestinalnom traktu, stimulira kihanje i pove¢ava permeabilnost krvnih zila $to vodi do
edema. Zbog siroke rasprostranjenosti HR1 receptori su ukljuéeni u razvoj bolesi kao $to su

alergijski rinitis, atopijski dermatitis, konjuktivitis i urtikarija (47).

HR2 receptore moZemo prona¢i u mukoznim stanicama probavne cijevi (engl.
gastrointestinal tract, GIT), srca, CNS-a, stanicama imunoloskog sustava i stanicama glatkih
misic¢a u plu¢ima, krvnim zilama i maternici. Aktivacija HR2 receptora vodi ka aktivaciji CAMP
ovisnog i neovisnog puta (48). Razlicita ekspresija u tijelu rezultira: stimulacijom sekrecije
klorovodi¢ne kiseline u Zelucu, opustanjem glatkih miSica Zila i plu¢a, pove¢anom sr¢anom
aktivnos$¢u 1 povecanom kontraktilnosti. Takoder posjeduju imunomodulatorni efekt putem

supresije bazofila. HR2 receptori sudjeluju i u supresiji Thl i Th2 odgovora (49, 50).

1.4. Antihistaminici

Antihistaminici su grupa lijekova koji posjeduju sposobnost inhibicije brojnih histaminskih
uc¢inaka. Spojevi koji se koriste kao antihistaminici uglavnom su kompetitivni inhibitori

aktivnosti histamina. Dijele se na inhibitore HR1 i HR2 receptora (51, 52).

Biodostupnost antihistaminika je regulirana koli¢inom transportera u crijevima. Taj
transporter je P-glikoprotein (engl. P-glycoprotein, P-gp). P-gp je crpka koja se nalazi na
epitelnim stanicama (53). Podaci prikupljeni istrazivanjima na glodavcima govore o tome da
antihistaminici, koji se ponasaju kao supstrat za P-gp crpku, pokazuju malo utjecaja na CNS
Sto se povezuje sa ¢injenicom da P-gp pumpa antihistaminike iz CNS-a. Vaznost P-gp-a u tom
kontekstu je potvrdena posebno za drugu generaciju antihistaminika kao $to su bilastin i

desloratadin, koji jesu supstrati za P-gp (54).

Druga generacija antihistaminika ukljucuje lijekove kao §to su loratadin, cetirizin,
desloratadin i bilastin. Pokazuju visoku selektivnost za HR1 receptor, Sto vodi do gotovo

nezamjetnog kolinergi¢kog, adrenergic¢kog i serotninnergickog ucinka. Imaju visok terapeutski
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indeks i nemaju sedacijski uc¢inak. Dugodjelujuci su i slabo lipofilni, §to rezultira njihovim
neprolaskom u CNS. Nuspojave koje mogu uzrokovati su fotosenzitivnost, tahikardija i

prolongacija QT intervala (55 - 57).

1.4.1. Desloratadin

Desloratadin je aktivni metabolit loratadina, nastao metabolizmom loratadina u hepati¢nom
citokrom P450 sustavu (58). Nakon oralne primjene vrijeme postizanja uéinka je 75-180
minuta, a trajanje ucinka je 24 sata. Od svih lijekova iz sekundarne generacije antihistaminika,
desloratadin ima najveci afinitet vezanja na H1 receptor (59). Desloratadin ne inducira nikakve
antimuskarinske u¢inke u terapeutskoj dozi. Takoder nema interakcije s kalijevim kanalima u
srcu, ne utjeCe na kognitivne funkcije i psihomotorni rad te ne potencionira u¢inke alkohola
(etanola), a nije primjecen ni sedacijski uc¢inak (60). Studije teratogenosti, provedene na
Stakorima i zeCevima, nisu pokazale teratogeni uc¢inak desloratadina. Oralne doze primjenjene
u tim studijama su 75-150 puta veé¢e od maksimalne preporuc¢en dnevne doze za Covjeka
(mg/m?). U prospektivnoj studiji, koja je promatrala 16 novorodenéadi majki koje su tretirane
loratadinom u prvom tromjesjeéju, nisu primjecene kongenitalne anomalije (61). Novijim

studijama je isklju¢ena mogucénost da desloratadin predstavlja veliki teratogeni rizik (62).

1.4.2. Bilastin

Bilastin je novi inverzni agonist HR1 receptora. Pripada u istu nesedatirajucu obitelj kao i
desloratadin. In vitro studije su pokazale da ima visoku specificnost za H1 receptor i vrlo nizak
afinitet na druge testirane receptore. U¢inkovitost mu je usporediva s onim kod desloratadina.
Osim antagonizma HRI1 receptora takoder je pokazao i protuupalni u¢inak. In vivo studije na
Stakorima su pokazale znacajnu redukciju u aktivaciji histaminom posredovane endotelne
permeabilnosti, mikrovaskularna ekstravazacije i inhibicije kontrakcije glatkih misic¢a i
bronhospazma. Bilastin nema uc¢inak na citokrom P450 sustav enzima u jetri i nema dokaza o
interaciji s drugim lijekovima. Distribucija u mozgu je nedetektabilna. Svoj u¢inak postize 30-
60 minuta nakon primjene, a uc¢inak traje 24 sata. Bilastin nije povezan sa onkogenom
aktivnoS¢u. Takoder nije pokazao utjecaj na prenatalni i postnatalni razvoj. Nije pokazao

toksicni utjecaj na embrij kada su majke Stakorice tretirane bilastinom gavazom (63 - 65).
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1.5. Intrauterini razvoj osjetnih vlakana koZe Stakora

Individualni neuroni u kozi mogu se vizualizirati 14. gestacijskog dana razvoja Stakora (koji
traje 19 dana) distalno od lumbosakralnog pleksusa. Izmedu 14.5. i 15. dana distalni aksoni se
nalaze u aksilarnim i proksimalnim dijelovima koze straznjih Sapica i ve¢ina vlakana je vidljiva
u epidermisu. Kada vlakna prodru u epidermis brzo se granaju kroz okolnu kozu. Vlakna do
kraja 17. dana dolaze do vrhova $apa. Inicijalni dermatoni, 14. - 15. dana, u proksimalnom udu
Su jo$ nepovezani s drugim neuronom puta, a izmedu dermatoma postoje praznine. 16. dana
dolazi do povecanja u gusto¢i inervacije koze. Prostori izmedu dermatoma se popunjavaju i
mogu se uociti podrucja preklapanja izmedu dermatoma (86 - 88). Kada su razvijene metode
visestrukog oznacavanja dorzalnog i ventralnog roga kraljezniéne mozdine, istih spinalnih
segmenata, omogucena je identifikacija individualnih koznih i mi$i¢nih snopova neurona vrlo

rano u razvoju embrija, od 14. dana (66, 67).

1.6. Transplacentalni transportni mehanizam

Molekule se iz majCine cirkulacije prenose na 3 nacina: u slobodnom obliku otopljene u
plazmi, vezane na transportne proteine ili vezane za eritrocite (68, 69). Kako bi molekule presle
kroz placentu barijeru moraju prije¢i iz majcine krvi kroz stanice sincitiotrofoblasta u krv
djeteta. Brzina prolaska kroz placentu ovisi o razini otopljenih tvari u odjeljcima (70, 71).
Intenzitet prolaska lijeka kroz placentalnu barijeru ovisi o fizikalnim svojstvima lijeka kao §to

Su:

2. Stupanj ionizacije — ioniziraniji lijek slabije prolazi kroz placentalnu barijeru, mala
koli¢ina neioniziranog lijeka je vrlo liposolubilna;
3. Veli¢ina molekule — lijekovi male molekularne tezine, ispod 500 daltona, dobro prolaze

kroz placentalnu barijeru, dok oni iznad 1000 daltona prolaze tesko.

Osim placentalne, lijekovi prolaze i krvno-mozdanu barijeru fetusa. Istazivanje placentalne
i krvno-mozdane barijere u buduénosti moze biti od velike koristi kako bi otkrili lijekove koji

mogu djelovati ciljnano na fetus (65).
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1.6.1.Placentalni ABC prijenosnici

Trofoblast je mjesto izmjene izmedu majcine i fetalne cirkulacije. Trofoblast obiluje ABC
(engl. ATP binding casette, ABC) prijenosnicima. Primjer takvih prijenosnika su P-gp te
proteini koji daju otpornost na lijekove (engl. multidrug resistant protein, MRP). MRP mogu
sniziti koncentraciju lijeka pufem efluksnog mehanizma. P-gp je prisutan na apikalnoj strani
membrane trofoblasta 1 transportira svoje supstrate u izvanstanicni prostor. Tolerancija fetusa

¢e biti veca na lijek koji je ujedno P-gp supstrat (72).

1.7. Upotreba antihistaminika u trudnodi

Lijekovi se u trudno¢i prepisuju samo kada je potencijalna korist ve¢a od potencijalnog
rizika. Poseban rizik nosi uporaba lijekova tokom prvog tromjesecja. Uporaba lijekova u tom
razdoblju moze rezultirati ozbiljnim strukturalnim fetalnim malformacijama, a uporaba dalje u
trudno¢i moze rezultirati razli¢itim funkcionalnim defektima ili poremecajima rasta.

Antihistaminici su jedni od najéeSce prepisivanih lijekova tijekom trudnoce, koriste se kao

......

Alergije su Ceste kod Zena reproduktivne dobi, pogadaju 20-30 % Zena reproduktivne dobi,
isti broj je i tijekom trudnoce (74). Ovo ih Cini najée$éim medicinskim stanjem koje moze
komplicirati trudnocu. Nadalje, kod 10-30 % zena koje su imale postojece alergije prije
trudnoce doslo je do ¢esce pojave ili pogorsanja simptoma tijekom trudnoce. Takva pojava se
moze objasniti povecanim volumenom krvi, proSirenjem krvnih zila nosa te povecanom
sekrecijom iz nosa zbog utjecaja hormona. Svrbez je jedan od najce$¢ih dermatoloskih
simptoma tokom trudnoce (75). Osim povrsinskih koznih bolesti razlicite sistemske bolesti kao

simptom mogu imati svrbez (76).

Priblizno 60 % Zena kao simptom tijekom prvog tromjesjec¢ja trudnoce imaju mucninu 1
povracanje i pola od toga broja je tretirano antihistaminicima kako bi suzbili simptome. Kako
bi promijenili kut gledanja predlozeno je da antihistaminici mogu imati protektivnu ulogu. Jako
povra¢anje i muénina mogu oslabiti majku i ponekada ugroziti njen Zivot. Moze doc¢i do
suboptimalne nutricije majke, koja kombinirana s dehidracijom i elektrolitskim disbalansom
rezultira ozbiljnim povracanjem (engl. hyperemesis gravidarum) $to stvara suboptimalne

uvijete za razvoj fetusa. Animalne studije su pokazale da malnutricija majke tijekom gestacije
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rezultira povecanim rizikom od malformacija fetusa. Kod ljudi je hiperemeza povezana sa

povecéanim rizikom malformacije CNS-a ili malformacije uha i oka (77).

Niti jedan od dostupnih antihistaminika nije kategoriziran kao siguran za koriStenje tijekom
trudnoce jer nema dovoljno eksperimentalnih studija. Eksperimentalne studije na ljudima koje
bi mogle dokazati da su antihistaminici sigurni je teSko provesti i neeticki jer bi se trudnice
nepotrebno izlagalo lijekovima za koje je nedovoljno poznat omjer koristi i rizika. Upravo zbog
tog razloga vecina podataka je prikupljena promatranjem. Preporuceno je da izbor specifi¢nog
lijeka koji ¢e se koristiti tijekom trudnoée treba biti temeljen na dostupnim opazajnim
podacima, podacima prikupljenim tijekom animalnih studija i prema tome koliko je dugo lijek

u klini¢koj primjeni (78).

Prva generacija antihistaminika se preferira zbog duze prisutnosti u klini¢koj primjeni.
Vecina antihistaminika prve generacije, koristi se kao tretman za mucninu i povracanje. Niti
jedan od navedenih lijekova, prema provedenim studijama, ne povecava rizik za razvoj fetusa.
Epidemioloski podaci podupiru tvrdnju da su sigurni za koristenje tijekom rane trudnoce (79).
Meta-analize koje su obuhvatile vise od 200 000 sudionika zaklju¢uju da nema povecanog

rizika od bilo kojeg oblika kongenitalnih malformacija (80).

Druga generacija antihistaminika ima prednost pred prvom generacijom zbog toga §to ne
uzrokuju sedaciju i antikolinergicke posljedice. Animalne studije provedene na loratadinu i
cetirizinu su obec¢avajuce, ali broj trudnica izloZen njihovom utjecaju jo$ uvijek nije dovoljno
velik da bi se izvukli konaéni zakljucci. IzloZenost drugoj generaciji antihistaminika tijekog
organogeneze bi se treblo izbjegavati osim kada je pozitivni uc¢inak lijeka puno veéi od rizika
(81, 82).

Ako je moguce, svrbez i druge alergijske manifestacije bi se trebale lijeciti topikalno
tijekom prvog tromjesjecja. Ako se antihistaminici moraju prepisati onda se preporucuju
antihistaminici prve generacije kao prvi izbor iako imaju viSe simptoma za majku.
Pacijenitcama se takoder preporucuje da piju puno vode tijekom uzimanja antihistaminika prve
generacije kako bi prebrodile antikolinergi¢ku nuspojavu. Takoder moraju se odmah javiti
ginekologu ako primjete bilo kakvu promjenu u kretanju ploda ili kontrakcijama nakon
uzimanja lijeka. Ako se druga generacija antihistaminika treba koristiti, onda se kao lijek izbora
preporucuju loratadin i cetirizin jer su najbolje istrazeni do sada i nije pronaden teratogeni
u¢inak. Antihistaminike druge generacije se preporucuje uzimani nakon prvog tromjesecja jer

se tada odvija organogeneza (83, 84).
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2. HIPOTEZA
Antihistaminici desloratadin i bilastin utje¢u na razvoj H1-pozitivnih intraepidermalnih
zivéanih zavrSetaka Stakora te dovode do promjene njihove gustoce u kozi potomaka majki koje

su tijekom trudnoce tretirane antihistaminicima.
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3. CILJEVI

Ciljevi istrazivanja su sljedeci:

1. koriste¢i hemalaun-eozin histoloSko bojenje tkiva prikazati morfoloske karakteristike
tkiva uske eksperimentalnih skupina Stakora (potomci tretiranih majki) u odnosu na kontrolnu
skupinu (potomci netretiranih majki), starosti 3 mjeseca;

2. pomoc¢u imunokemijskog bojenja tkiva na specifican marker C i Ad vlakana, protein

produkt gena 9.5 (PGP9.5), usporediti gusto¢u intraepidermalnih vlakana po mm? popreénog

presjeka uske, u zZivotinja eksperimentalnih skupina s kontrolnom skupinom.

11
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je zamisljeno kao studija parova. U studiju su ukljucene tri skupine zivotinja
Cije su majke, Sprague Dawley Stakorice, od 10. gestacijskog dana trudnoce tretirane

antihistaminicima desloratidinom ili bilastinom, odnosno nisu tretirane.

Studija je nacinjena na arhivi tkiva prikupljenog u sklopu RECOOP projekta
,Farmakokineticka studija uticaja antihistaminskih lijekova na potomke Stakorica koje su
tijekom trudno€e tretirane antihistaminicima i procjena njihovog utjecaja na razvoj mozga‘“
voditeljice Vedrane Ivi¢. Studiju je odobrilo Eticko povjerenstvo Sveucéilista u Szegedu (broj
odobrenja 1VV/3796/2015).

4.2. Pokusne zZivotinje

U studiju je uklju¢eno ukupno 36 Zivotinja starosti 3 mjeseca, podijeljenih u tri skupine (u

svakoj 6 muzjaka i 6 zenki):

1. potomci netretiranih Sprague Dawley Stakorica;
2. potomci Sprague Dawley stakorica tretiranih desloratadinom,;

3. potomci Sprague Dawley stakorica tretiranih bilastinom.

Studija je sadrzavala ukupno 6 skupina zivotinja kako slijedi: kontrolna skupina muskih
potokama Sprague Dawley Stakorica koje tijekom intrauterinog razvoja potomaka nisu tretirane
(KM), kontrolna skupina Zenskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje tijekom
intrauterinog razvoja potomaka nisu tretirane (KF), skupina muskih potomaka Sprague Dawley
Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane bilastinom (BM), skupina
zenskih potomaka Sprague Dawley stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka
tretirane bilastinom (BF), skupina muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom
intrauterinog razvoja potomaka tretirane desloratadinom (DM), skupina Zenskih potomaka
Sprague Dawley stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane
desloratadinom (DF).

12
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Trudne zenke su od 10. gestacijskog dana tretirane antihistaminicima u dozi od 10 mg/kg,
pripremljenima u 0,25 %-tnoj otopini metil-celuloze. Lijekovi su primjenjeni putem gavaze.
Nakon toga je nasumice medu potomcima odabrano 6 muzjaka i 6 zenki koje su Cinile
eksperimentalnu skupinu, a koje su ostavljene bez ikakvog dodatnog tretmana do navrSene
starosti od 3 mjeseca. Kad su navrsile propisanu dob sve zivotinje SU uspavane smrtonosnom
dozom izoflurana (Forane® isofluranum, Abbott laboratories LTD; Lake Bluff, IL, USA), a

zatim zrtvovane dekapitacijom koriste¢i giljotinu za laboratorijske Stakore.

Studija na zivotinjama i sakupljanje tkiva provedeno je na Sveucilistu u Szegedu

(Farmaceutski fakultet, Odjel za farmakodinamiku i biofarmaciju, Szeged, Madarska).

Nakon §to su Stakori dosegli 3 mjeseca starosti Zrtvovani su od strane za to obucenih
djelatnika s Katedre za medicinsku biologiju i genetiku Medicinskog fakulteta Osijek, uz
postovanje svih etickih nacela odredenima u Zakonu o zastiti Zivotinja Republike Hrvatske.
Studija na prikupljenim tkivima u svrhu izrade ovog diplomskog rada odobrena je od strane
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/20-08/07, Broj: 2158-61-
07-20-40, Datum: 15.5.2020.).

4.3. Priprema tkiva za histolosku i imunohistokemijsku analizu

Izolirana tkiva uski fiksirana su u 4 %-tnom paraformaldehidu (engl. paraformaldehyde,
PFA) 24 sata, zatim su prebacena u 1x fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline, PBS) i
uklopljena u 12 %-tnu Zelatinu. Uklapano je na nacin da je otopina Zelatine izlivena u jazice do
polovice volumena jazice. U jazice su zatim smjestene uske Koje su prethodno kratko uronjene
u Zelatinu. Zatim su uzorci potpuno prekriveni zelatinom te stavljeni u hladnjak na +4°C
tijekom noc¢i. Nakon Zelatinizacije je slijedilo smrzavanje u teku¢em dusiku te pohranjivanje u
hladnjak na -80 °C do postupka rezanja na kriostatu. Uzorci su dodatno uklopljeni u medij za
kriostatsko rezanje (Tissue freezing medium; Leica, Nussloch, Germany) te izrezani na
kriostatu (Leica, CM3050S, Wetzlar, Njemacka) na debljinu od 18 pm pri temperaturi -18°C.
Rezovi su tokom rezanja prikupljani direktno na predmetna stakalca koja su prethodno
zelatinirana. Prije histoloSkog i imunohistokemijskog bojenja rezovi su stavljeni u 2 %-tnu

otopinu PFA tokom 30 minuta.

13
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4.4. Histolo$ka analiza

Svrha ove analize je prikaz histoloske strukture koze uske uStakora Sto je napravljeno

hematoksilin-eozin bojenjem.

Nakon postupka do-fiksiranja 2 %-tnom otopinom PFA kroz 30 min rezovi su isprani u
destiliranoj vodi (10 minuta). Zatim je ucinjena rehidracija uranjanjem u 96 %-tni i 70 %-tni
etilni alkohol i destiliranu vodu (svaki korak kroz 10 minuta). Nakon rehidracije preparati su
obojeni hematoksilinom (10 min) i kratko isprani (1 minutu) u destiliranoj vodi. Visak
hematoksilina ispran je vodovodnom vodom (10 min) nakon ¢ega su preparati obojeni eozinom
(3 min). Visak eozina ispran je zakiseljenim 96 %-tnim etilnim alkoholom (10 min). Rezovi su
dehidrirani 100 %-tnim alkoholom (10 minuta) i opetovanim uranjanjem u ksilen (2 puta po 5
minuta) kako bi smo ih mogli pokriti biomount medijem ( BioGnost Ltd., Zagreb, Medjugorska
59 ) i pokrovnicom. Obojeni uzorci slikani su kamerom Olympus D70 na mikroskopu Carl
Zeiss Axioskop 2 MOT pri povec¢anju okulara i objektiva 100x te kvantificirani u raCunalnom
programu Fiji (85).

4.5. Imunohistokemijska analiza

Svrha ove analize bila je utvrditi broj PGP 9.5 pozitivnih neurona i kvantifikacijom odrediti

gustoéu intraepidermalnih vlakana na mm? ugke.

Nakon do-fiksacije u 2 %-tnoj otopini PFA, rezovi su prebaceni u citratni pufer kako bi se
nacinio oporavak epitopa. Korak oporavka sastojao se u kuhanju preparata u citratnom puferu
tijekom 1 sata na 95°C. Nakon ovog postupka rezovi su ostavljeni da se postepeno ohlade.
Ohladeni rezovi prebaceni su u PBS i ispirani kroz 10 minuta. Aktivnost endogenih peroksidaza
uklonjena je inkubacijom u 1 %-tnoj otopini H.02 (Kemika, Zagreb) u PBS-u. Ovaj korak je
napravljen dva puta u trajanju od 20 minuta na +4°C u vlaznoj komori jer se pokazalo kako
uske imaju visoku aktivnost endogenih peroksidaza. Kako bismo sprijecili nespecifi¢no vezanje
protutijela rezove smo inkubirali 2 sata u otopini za blokiranje koja se sastojala od kozjeg
seruma u volumnom udjelu od 5 % i albumina iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin,
BSA) u volumnom udjelu od 1 % (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD ) te 1 % detergenta
Triton (Acros Organics, lot: A0341006) koji je dodan radi permeabilizacije uzoraka. Nakon
inkubacije u otopini za blokiranje rezovi su isprani u PBS-u 3 puta po 10 minuta. Primarno

14
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protutijelo anti-PGP 9.5 (Abcam, Cambridge, lot:15503) je pripremljeno u otopini za blokiranje
(bez dodatka detergenta) u razrijedenju 1:500. Rezovi su inkubirani u primarnom protutijelu
preko noc¢i na +4°C. Primarno protutijelo je isprano u PBS-u (tri puta tokom 10 minuta) kako
bi se uklonio visak primarnih protutijela koja se nisu vezala na epitop. Rezovi su zatim
inkubirani u otopini kozjeg anti-ze¢jeg IgG sekundarnog protutijela konjugiranog enzimom
peroksidaze iz hrena (Jackson immuno research, Cambridgeshire, Velika Britanija, JIL: 111-
035-144). Protutijelo je rezrijedeno u omjeru 1:500 s otopinom za blokiranje. Inkubacija sa
sekundarnim protutijelom trajala je 4 sata na +4°C u vlaznoj komori, a zatim je uslijedilo
ispiranje u PBS-u (3 puta po 10 minuta). Vizualizacija imunokemijske reakcije nacinjena je
supstratom za peroksidazu iz hrena koja se nalazi u "Roti®-DAB Kit"-u (Roth, Carl Roth
GmbH + Co.KG, Charge:269285784). Supstrat je pripremljen prema uputama proizvodaca, a
korak vizualizacije trajao je 3 minute. Nakon vizualizacije razvijanje reakcije je prekinuto
uranjanjen preparata u destiliranu vodu kroz 10 minuta. Preparati su ostavljeni da se osuse te
zatim pokriveni biomount medijem (BioGnost Ltd., Zagreb, Hrvatska). Imunohistokemijska
reakcija je slikana kamerom Olympus D70 na mikroskopu Carl Zeiss Axioskop 2 MOT pri

povecanju okulara i objektiva 100x te je kvantificirana u ra¢unalnom programu Fiji (85).

4.6. Izradun gustoée PGP 9.5 pozitivnih vlakana

Nakon §to su preparati fotografirani kamerom, raden je izra¢un gusto¢e vlakana u Fiji
programu. Na svakoj fotografiji je najprije izmjerena povrSina uske pomocu alata dostupnih u
Fiji programu. Kako je povrsina uske pomocu programa izmjerena u pikselima, bilo je potrebno
povrsinu pretvoriti u pm? zatim u mm2. Prema skali i veli¢ini slike izratunato je da je 2.408
pisela je jednako Ipm. Zatim je ru¢no brojan broj PGP 9.5 pozitivnih vlakana po fotografiji.
Nakon §to su podaci o povrsini uske i broju 9.5 pozitivnih vlakana prikupljeni, za svaku
fotografiju je izracunata gustoca vlakana. Gustoca je izraCunata dijeljenjem broja pozitivnih

PGP 9.5 pozitivnih vlakana sa povrsinom uske u mm? za svaku fotografiju.
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4.7. StatistiCke metode

Numericki podatci opisani su aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu distribuciju, a u ostalim slucajevima medijanom 1 granicama
interkvartilnog raspona. Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je Shapiro-
Wilkovim testom. Kako bi se utvrdile razlike u ekspresiji PGP 9.5 pozitivnih vlakana u
skupinama Stakora tretiranih antihistaminicima desloratadinom i bilastinom te onih netretiranih
u slu¢aju normalne raspodjele podaci su analizirani ANOVA testom, a u slucaju nepravilne
raspodjele koristeni su Mann-Whitney U test ili Kruskal-Wallis test. Dvosmjerni ANOVA test
je takoder koriSten kako bi se utvrdilo postoji i utjecaj antihistaminika 1 spola kao 2 razli¢ita
¢imbenika na gustoéu PGP 9.5 pozitivnih vlakana te postoji li sinergizam ta dva ¢imbenika.
Razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05. Za statisticku analizu koriSten je statisticki

program Statistical2 (Tibco software, Paolo Alto, USA).
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5. REZULTATI

5.1. Ekspresija PGP 9.5 epitopa u kozi uske

Slika 1. predstavlja skup fotografija po skupinama na kojima je vidljiva pozitivna
imunohistokemija reakcija na marker PGP 9.5. Fotografije prikazuju i negativne kontrole u
kojima reakcija nije vidljiva. Strelice su primjer nekih pozitivnih vlakna. Pozitivne reakcije su

brojane i koristene u izracunu gustoce intraepidermalnih vlakana.

Ekspresija PGP 9.5, koji je marker mijeliziranih i ne mijeliziranih neurona, slijedi normalnu
distribuciju kod usporedivanih muskih grupa zivotinja DM i BM. Niti jedna od dvije
eksperimentalne skupine muskih potomaka antihistaminicima tretiranih zenki statisticki ne
odstupa znacajno u usporedbi s kontrolnom skupinom muskih potomaka antihistaminicima
netretiranih zenki. Statisticki znacajno snizenu ekspresiju nalazimo kod DM skupine u odnosu
na BM skupinu (P = 0,019), ANOVA test. Slika 2. je grafi¢ki prikaz rezultata muskih skupina.

Slika 3. prikazuje zenske skupine. Kod Zenskih skupina nema statisticki znacajne razlike.

Dvosmjernim ANOVA testom istrazen je utjecaj ¢imbenika spola na gusto¢u vlakana i
utjecaj antihistaminika na gustocu vlakana te medusobni sinergisticki utjecaj antihistaminika i
spolana gustoc¢u vlakana. Prema rezultatima vidljivo je da spol ima utjecaja na gustocu vlakana
(P = 0,046) — sve Zenske skupine imaju veéu gustocu vlakana od muskih skupina. Takoder,
antihistaminici imaju utjecaja na gustocu vlakana (P = 0,025) — oba antihistaminika dovode do
promjene gustoce vlakana. Medusobna interakcija dva odvojena faktora, spola i antihistaminika
ne pridonosi statistiCki znacajnoj razlici u gusto¢i vlakana, (P = 0,487), tj. ne postoji

sinergisti¢ki u¢inak (tablica 1.).
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Slika 1. Uska potomaka zenki Sprague Dawley Stakora intrauterino izlozenih utjecaju
antihistaminika. Veli¢ina skale 500 pm. Prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja
protutijelom PGP 9.5. Strelice su primjer pozitivne reakcije. Redovi (M — skupine muskih
potomaka Sprague Dawley $takorica, F — skupina Zenskih potomaka Sprague Dawley) Stupci
( K—kontrolne skupine potomaka Sprague Dawley Stakorica koje tijekom intrauterinog razvoja
potomaka nisu tretirane antihistaminicima, B - skupine potomaka Sprague Dawley $takorica
koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane antihistaminikom bilastinom, D -
skupine potomaka Sprague Dawley $takorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka
tretirane antihistaminikom desloratadinom, N — negativne kontrole imunohistokemijske

reakcije bojenja protutijelom PGP 9.5), (fotografirala autorica).
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Slika 2. Razlike u gustoéi PGP 9.5 pozitivnih vlakana po mm? tkiva u muskih potomaka
Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom trudnoce tretirane ili nisu tretirane antihistaminicima
desloratidinom i bilastinom. KM - skupina muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje
tijekom intrauterinog razvoja potomaka nisu tretirane. BM — skupina muskih potomaka Sprague
Dawley Stakorica su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane bilastinom, DM —
skupina muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja

potomaka tretirane desloratadinom. ANOVA test. (* statisticka znacajnost P < 0.05)

PGP9.5+/mm?2
[
o

KF BF DF

Slika 3. Razlike u gustoé¢i PGP 9.5 pozitivnih vlakana po mm? tkiva u Zenskih potomaka
Sprague Dawley stakorica koje su tijekom trudnoce tretirane ili nisu tretirane antihistaminicima
desloratidinom i bilastinom. KF - skupina zenskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje

tijekom intrauterinog razvoja potomaka nisu tretirane. BF — skupina zenskih potomaka Sprague
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Dawley stakorica su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane bilastinom, DF — skupina
zenskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka
tretirane desloratadinom. ANOVA test.

Tablica 1. Rezultati usporedbe gustoce intraepidermalnih vlakana prema spolu i skupini
antihistaminika. Dvosmjerni ANOVA testa. Redovi (Skupina — skupine Zivotinja tretirane
antihistaminicima ili netretirane kao jedan ¢imbenik ¢iji se utjecaj na gustocu vlakana promatra.
Spol — drugi ¢imbenik ¢iji se utjecaj na gustocu vlakana promatra. Interakcija — utjecaj spola i
skupina antihistaminika na gusto¢u vlakana. PogreSka — statisticka pogreska). Stupci (df —

stupnjevi slobode, F — vrijednost F raspodjele, P — statisticka znacajnost)

df F P
Skupina 2 4,18 0,025
Spol 1 4,32 0,046
Interakcija 2 0,74 0,487
Pogreska 30
Ukupno 35
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5.2. Rezultati hematoksilin-eozin bojenja

Morfoloski prikaz strukture tkiva uSke Stakora po skupinama. Na uSkama su bojenjem
prikazani epidermis, dermis, hrskavica. Sva tkiva uSke Stakora izgledaju morfoloski normalno.

Nema promjena u strukturama. (slika 4.)

Slika 4. Uska potomaka Zenki Sprague Dawley Stakora koje su tijekom intrauterinog razvoja
potomaka tretirane ili nisu tretirane antihistaminicima. Veli¢ina skale: 500 pm. Prikaz rezultata
histoloskog bojenja hematoksilin-eozin. Redovi (M — skupine muskih potomaka Sprague
Dawley Stakorica, F — skupina Zenskih potomaka Sprague Dawley) Stupci ( K — kontrolne
skupine potomaka Sprague Dawley $takorica koje tijekom intrauterinog razvoja potomaka nisu
tretirane antihistaminicima, B — skupine potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom
intrauterinog razvoja potomaka tretirane antihistaminikom bilastinom, D — skupine potomaka
Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane
antihistaminikom desloratadinom). Oznake na fotografijama ( A — epidermis, B — dermis, C —

hrskavica), (fotografirala autorica).

Slika 4. Predstavlja skup fotografija po skupinama na kojima je vidljivo histolosko bojenje
hematoksilin-eozin. Pregledom preparata moguce je vidjeti razliite strukture koje ¢ine usku
Sprague Dawley Stakora i prema njima je vidljivo da nema morfoloskih razlika u uski.

Strelicama i slovima su oznacene glavne strukture uske.
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6. RASPRAVA

Gustoc¢a intraepidermalnih vlakana u novije vrijeme ima sve vazniju ulogu u detekciji
raznih patoloskih stanja koja imaju neurogenu komponentu, a takoder i bolesti koje primarno
zahvacéaju mala zivéana vlakna, a koje je posebno tesko detektirati konvencionalnim metodama.
Intraepidermalna vlakana imaju vrlo vaznu ulogu u percepciji podrazaja iz okolisa te
potpomazu neurogenu upalu na periferiji putem antidromi¢nog odgovora. Zato su predmet
mnogih istazivanja. C vlakana, koja Cine najveci broj osjetnih intraepidermalnih vlakana,
ispoljavaju histaminski receptor i podlozni su utjecaju antihistaminika. Takoder se nalaze
najblize vanjskoj povrsini koze u epidermisu. Cine najdistalnije nociceptore (9 - 14).
Promatranje utjecaja antihistaminika druge generacije na intrauterini razvoj fetusa je vrlo bitno
zbog mogucnosti njihove uporabe tijekom trudnoce. Vise od 60 % Zena pati od mucnine U
prvom tromjesjeéju dok 30 % ima neki oblik alergije za koje se koriste antihistaminici. Druga
generacija antihistaminika nema sedacijski u¢inak, ne prelazi krvno-mozdanu barijeru, slabo su
lipofilni i imaju dugo djelovanje Sto ih ¢ini puno boljim kandidatima za terapiju od
antihistaminika prve generacije, ali su zbog krace klinicke primjene slabije istrazeni, a time je
i sigurnost njihove primjene slabije poznata od prve generacije (73 - 76). Supstrati su za P-gp

koji se nalazi i na placenti. P-gp izbacuje antihistaminike iz mozga i iz placente (53, 54).

Promatranje utjecaja antihistaminika na gusto¢u intraepidermalnih vlakana pomocu
ANOVA testa pokazalo je statisticki znacajnu razliku izmedu muske skupine potomaka
Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane
antihistaminikom bilastinom i muske skupine potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su
tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane antihistaminikom desloratadinom. lzmedu
kontrolne skupine muskih potomaka koji nisu intrauterino bili izloZeni antihistaminicima i
eksperimentalnih skupina nema statisticki znacajne razlike. Vidljivo je da razlika izmedu
skupina zivotinja ¢ije su majke izlozenih antihistaminicima postoji. Potrebno je dodatno
istraziti zaSto 1 kako dolazi do te razlike jer se niti jedna skupina tretirana antihistaminicima ne

razlikuje od kontrole. Statisti¢ki zna¢ajne razlike izmedu Zenskih skupina potomaka nema.

Dvosmjerni ANOVA test uzima spol, bez obzira muski ili Zenski, kao jedan ¢imbenik koji
moze utjecati na gustoc¢u vlakana. Skupine potomaka majki koje su tijekom intrauterinog
razvoja potomaka tretirane anihistaminicima ili nisu uzima kao drugi ¢imbenik. Prema
rezultatima testa vidljivo je da postoji statisticCki znacajan utjecaj spola na gustocu

intraepidermalnih vlakna. Prema grafi¢kom prikazu vidljivo je da Zzenke imaju vecu gustocu
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vlakana. Kada se skupine antihistaminika i kontrole promatraju kao drugi ¢imbenik takoder je
vidljivo da postoji statisticki znacCajan utjecaj antihistaminika na gusto¢u vlakana. Treba
primjetiti da to ne znaci statisticki znac¢ajnu razliku izmedu skupine antihistaminika i netretirane
skupine nego da antihistaminici kao cjelina utje¢u na gusto¢u vlakana. Medusobna interakcija

ta dva ¢imbenika na gustocu vlakana nije zamijecéen, nemaju sinergisticki ucinak.

Istrazivanja koja promatraju utjecaj spola na gustocu IENF, govore o blago poveéanoj
gustoCi intraepidermalnih vlakana kod Zenki (86). Jedno od istrazivanja iznosi podatak o razlici
u gusto¢i vlakana s obzirom na spol, ali kada su u obzir uzeli visinu i tezinu ta razlika nije
primjecena (87, 88). Razlike u epidermalnoj inervaciji izmedu muskaraca i zena mogu biti
povezane sa hormonalnim statusom. Pokazano je da progesteron stimulira aksonalni rast i
mijelinizaciju i da moze imati neuroprotektivnu ulogu (19). Druga istrazivanja iznose rezultate
0 rostro-kaudalnom gradijentu smanjenja gusto¢e intraepidermalnih vlakana u nozi. Gustoca
intraepidermalnih vlakana je zna¢ano niZa u distalnom dijelu noge u usporedbi s proksimalnim
bedrom i u promskimalnom bedru je znacajno manja gusto¢a nego u trupu. Starenjem dolazi
do gubitka mijeliziranih i nemijeliziranih vlakana, te redukcije broja neurona u DRG.
Eksperimentalne studije kao rezultat navode da starije Zivotinje pokazuju skupljanje osjetnih
polja povezanih s funkcijom Ziv€anih vlakana malog promjera. Nisu primje¢ene promjene u
grananju neurona s dobi. Mlade jedinke imaju znacajno vecu gusto¢u vlakana od starijih u

podrucju trupa (20, 21).

U slucaju neuropatija, IENF pokazuju vidljive morfoloske promjene. Promatrane su
idiopatske neuropatije i one koje su uzrokovane dijabetesom. Uzorci grananja vlakana sli¢ni
kao u zdravim kontrolama mogu biti primjeéeni iako vlakna kod jedinki sa neuropatijom
pokazuju krivudaviji smjer kretanja i slozenije grananje. Takoder je vidljivo intraaksonalno
nateknuée i1 terminalni dijelove nalik na kande. Skupine eksperimentalnih Zivotinja sa
neurpatijom pokazuju veci omjer grananja - ukupni broj grana/ukupan broj intraepidermalnih
neurona, od zdravih kontrola. Istrazivanje morfloskim promjena u senzornim neuropatijama
pokazalo je manju gusto¢u intraepidermlanih vlakna u usporedbi sa zdravom kontrolom u

svakom dijelu koze sa najvec¢om razlikom primje¢enom u distalnom dijelu noge (21, 22).

Hipoteza da antihistaminici desloratadin i bilastin utjeCu na razvoj HI pozitivnih
intraepidermalnih ziv¢éanih zavrSetaka fetusa je dokazana jer postoji razlika izmedu skupina
tretiranih antihistaminicima. Promatranjem utjecaj antihistaminika i spola kao dva razdvojena

¢imbenika i njihov utjecaj na gustoc¢u vlakana vidljiv je statisticki znaCajan utjecaj oba
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¢imbenika na gustocu vlakana. Jedan od mogucih razloga zasto je doSlo do te statisticke

znacajnosti je to Sto su postoji razlika izmedu skupina tretiranih sa dva antihistaminika.

Prijasnja istrazivanja nisu pokazala utjecaj antihistaminika na razvoj fetusa i nije dokazan
teratogeni ucinak na fetus (78 - 82). Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem govore o statisticki
zna¢ajnom utjecaju primjene antihistaminika u majki na gustoc¢u ispitivanih vlakana u kozi
potomaka. Istrazivanja ranije navedena u raspravi i njihovi rezultati se slazu s rezultatom
dvostrukog ANOVA testa dobivenog ovim istrazivanjem koji kaze da spol ima utjecaj na

gustoc¢u vlakana.

Ovo istrazivanje je prvo koje istrazuje utjecaj antihistaminika na gusto¢u IENF kod
potomaka ¢ije su majke tijekom njihova intrauterinog razvoja tretirane antihistaminicima.
Prema rezultatu dvosmjernog ANOVA testa koji pokazuje da antihistaminici kao cjelina imaju
statisticki znacajan utjecaj na gusto¢u vlakana u potomaka, ali treba provesti dodatna

istrazivanja i odrediti mehanizam njihova djelovanja.

Ogranicenje ove studije je nepostojanje adekvatnog racunalnog programa kako bi se
omogucila objektivnija analiza gustoce intraepidermalnih vlakana. Studije koje su istrazile
gustocu intraepidermalnih vlakana su koristile razne metode. Jedna od metoda je ru¢no brojanje
PGP 9.5 pozitivnih vlakana koja je koristena u ovom radu, ali studije ve¢inom koristie linearnu
gustocu koja se izrazava u broju PGP 9.5 pozitivnih vlakana/mm. U ovom istrazivanju je
koristena ukupna povriina popreénog presjeka uske koja se izrazava u mm? Jedan od razloga
zbog kojih linearna gustoca nije koriStena i u tome se ova studija razlikuje od vecéine ostalih
studija je ta da je koristeno drugacije tkivo, tkivo uske Stakora. Ostale studije koriste bioptat

koze tocno odredenih dimenzija (22).

Jedan od problema je i moguénost brojenja sekunarnih grana istog senzornog vlakna. Za
taj se problem razvijaju smjernice. Jedno od pravila, koje se nalazi u smjernicama Europskog
neuroloskog drusStva, nalaZe brojanje samo onih vlakna koja se nalaze na epidermalno-
dermalnom spoju ili se nalaze u epidermisu, time da se sekundarne grane ne broje (89). Uz
smjernice i standardiziranje protokola za odredivanje gustoce intraepidermalnih vlakana
moguce je u istrazivanju animalnih modela stvoriti temelj za usporedivanje podataka i stvaranja
baza podataka specifi¢nih za vrstu (90). Jo$ jedna od moguénosti koja je istrazena je i metoda
analiza slike subtrakcijom boje pomocu racunala (engl. subtractive—computer-assisted image
analysis, CS-CAIA). Model izra¢una gusto¢e vlakana pomocu CS-CAIA sustava je brzi,

objektivniji i lakSe ga je reproducirati (91).
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Potrebno je uvesti standardizirane metode pomocu rac¢unalnih programa zs utvrdivanje
gustoce intracpidermalnih vlakana. Dalje se mogu napraviti funkcionalni i bihevioralni testovi.
Mozemo usporediti antihistaminik prve generacije s onima druge generacije jer smo u ovom

istrazivanju koristili dva antihistaminika 2. generacije.

Rezultati ove studije govore da postoji utjecaj antihistaminika na gusto¢u vlakana. Potrebno
je provesti dodatna istrazivanja kojima bi se ispitalo na koje sve nacine primjena
antihistaminika moze utjecati na gustocu ziv¢anih vlakana i kojim to¢no mehanizmom dolazi
do promjena u potomaka tretiranih majki. Relativno Cesta upotreba antihistaminika kod
trudnica zahtjeva daljnja istrazivanja kako bi se prikupilo $to vise korisnih rezultata i omogucilo
bolje razumijevanje utjecaja na intraepidermalna vlakna i ostale dijelove organizma potomaka
koji su bili intrauterino izloZeni utjecaju antihistaminika. Sama intraepidermalna vlakna su
bitna u nocicepciji kao i modulaciji upale na periferiji. Vazno je razumjeti mogu¢ utjecaj
primjene antihistaminika u trudno¢i na razvoj i gusto¢u intraepidermalnih vlakana te na razvoj

organizma koji je intrauterino bio izlozen antihistaminicima i/ili njihovim metabolitima.

25



ZALUUCAK

7. ZALJUCAK

e Uocena je statisticki znacajna razlika gustoce intraepidermalnih ziv¢anih vlakana
usporedivanjem muskih potomaka Sprague Dawley Stakorica koje su tijekom
intrauterinog razvoja potomaka tretirane bilastinom i muskih potomaka Sprague
Dawley $takorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane
desloratadinom.

e Gustoca intraepidermalnih zivéanih vlakana u zenskoj skupini potomaka Sprague
Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane
bilastinom i desloratadinom ne razlikuje se znacajno u odnosu na potomke
netretiranih majki.

e Spol ima utjecaj na gustoCu intracpidermalnih vlakana kao i izloZenost
antihistaminicima, ali ne postoji medusobni sinergizam spola i antihistaminika na

gustocu intraepidermalnih vlakana.
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8. SAZETAK

Ciljevi: Koriste¢i hematoksilin-eozin histolosko bojenje tkiva prikazati morfoloske
karakteristike tkiva uske Stakora starosti 3 mjeseca eksperimentalnih skupina Zivotinja (potomci
majki tretiranih antihistaminicim) u odnosu na kontrolnu skupinu (potomci netretiranih majki).
Imunokemijskim bojenjem tkiva na specifi¢an marker C i Ad vlakana, protein produkt gena 9.5
(PGP9.5), usporediti gusto¢u intraepidermalnih Zivéanih vlakana po mm? popre¢nog presjeka
uske u Zivotinja eksperimentalnih skupina s kontrolama.

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 desloratidinom ili bilastinom, odnosno nisu tretirane. Skupine su dalje
podijeljene na muske i Zenske potomke (ukupno 6 skupina).

Materijali i metode: Imunohistokemijskom analizom pomocu protutijela PGP 9.5 i
hematoksilin-ecozin bojenja odredena je gustoca intraepidermalnih vlakana i morfoloske
karakteristike tkiva uske.

Rezultati: Postoji statisticki znacajna razlika izmedu muske skupine potomaka Sprague
Dawley Stakorica koje su tijekom intrauterinog razvoja potomaka tretirane bilastinom i muske
skupine tretirane desloratadinom. Rezultat dvostranog ANOVA testa prikazuje statisticki
znacajan utjecaj spola i antithistaminika na gustocu vlakana.

Zakljudak: Zenke imaju vecu gusto¢u H1 pozitivnih intraepidermalnih vlakana od muZjaka.

Ne moze se iskljuciti moguénost intrauterinog djelovanja bilastina i desloratadina.

Kljuéne rijeci: antihistaminici; intraepidermalna vlakna; PGP 9.5, trudnoca
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9. SUMMARY

Intaepidermal fiber density in Sprague Dawley rats following intrauterine treatment with

antihistamines desloratadine and bilastin

Objectives: Using haematoxylin-eosin histological staining of tissue to show morphological
characteristics of ear tissue of rats aged 3 months in experimental groups of animals (offsprings
of mothers treated with antihistamines) in relation to the control group (offsprings of untreated
mothers). With immunochemical staining of tissues for a specific marker of C and Ad fibers,
protein gene product 9.5 (PGP9.5), compare the density of intraepidermal fibers per mm? of

cross-section of the ear in experimental groups of animals with controls.

Study Design: The 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
desloratidine or bilastine since the 10th gestational day of pregnancy, or had not been treated.

The groups were further divided into male and female offsprings (6 groups in total).

Materials and methods: With immunohistochemical analysis using PGP 9.5 antibody and
haematoxylin-eosin staining, density of intraepidermal fibers and the morphological

characteristics of the ear tissue were determined.

Results: There is a statistically significant difference between the male group of offsprings of
Sprague Dawley rats treated with bilastine during intrauterine development of the offspring and
the male group treated with desloratadine. The result of a two-way ANOVA test shows a

statistically significant effect of gender and antihistamines on fiber density.

Conclusion: Female rats have a higher density of H1 positive intraepidermal fibers than males.

The possibility of intrauterine action of bilastine and desloratadine cannot be ruled out.

Key words: antihistamines; intraepidermal fibers; PGP 9.5; pregnancy
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