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Kod 25 Hartley zamoraca, muskog pola, telesne tezine 300 do 400 g, ranije ni¢im tretira-
nih, koji su bili na normalnoj ishrani i ziveli pod uobic¢ajenim laboratorijskim uslovima izvrSena
je pasivna imunizacija intraperitonealnom aplikacijom 1,0 ml anti-oval antitelom (2,7 mg prote-
ina/ml). Sve Zivotinje su bile podcijene u dve grupe: kontrolna (10 zamoraca) i eksperimentalna
grupa (15 zamoraca). Osamnaest ¢asova nakon pasivne senzibilizacije svi zamorci su mehanicki
zrtvovani, izvadeni njihovi ileumi i od ileuma napravljeni su snopiéi, koji su, kod kontrolne
grupe, potapani u Tyrod-ov rastvor, a kod Zivotinja eksperimentalne grupe u rastvore razli¢itih
koncentracija Na-askorbata (od 10" M do 10 M) u Tyrod-ovom rastvoru. Svakom snopiéu,
kontrolne i eksperimentane grupe, dodavano je po 0,42 mg proteina antigena/10 ml. Posle rea-
govanja dodatog antigena, sa prethodno fiksiranim antitelima, odredivana je koli¢ina oslo-
bodenog histamina hemijskom metodom Shorea i sar.

Kod pasivno senzibilisanih zamoraca, primena razli¢itih doza Na-askorbata, dovodi do
redukcije oslobadanja histamina pri reakciji antitela i specificnog antigena. Uzorci tankog creva,
tretirani Na-askorbatom, oslobadaju manju koli¢inu histamina na g osusenog tkiva, u odnosu na
uzorke osuSenog ileuma zamoraca koji nisu tretirani Na-askorbatom. Acta Medica Medianae

2004; 43(2): 43-45.
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Uvod

Pitanje reakcije antigen-antitelo, kao i oslobada-
nje medijatora pri alergijskim reakcijama, i danas je
interesantan problem savremene medicine za ¢ije raz-
reSavanje zivo interesovanje pokazuju, kako klinicari,
tako 1 oni lekari koji se bave problemima bazi¢ne imu-
nologije. U medicinskoj literaturi postoje mnogobrojni
podaci o terapijskim efektima razli¢itih medikamen-
toznih sredstava kojima se pokuSava da se predupredi
pojava, ili smanji oslobadanje medijatora, pri reakciji
antigen-antitelo. Medu ovim supstancama dosta paznje
posveceno je i delovanju askorbinske kiseline i njenih
derivata na tok i ishod anafilaktickih reakcija (3,8,9).

U Zelji da se pojasni delovanje askorbinske ki-
seline, na tok i ishod oslobadanja histamina u toku
anafilaktickih reakcija, preduzeta su ova istrazivanja.

Materijal

Zivotinje

Za oglede su koris¢eni normalni Hartley za-
morci, muskog pola, telesne tezine od 300 do 400 g,

koji ranije nisu bili ni¢im tretirani, a bili su na nor-
malnoj ishrani i ziveli pod uobicajenim laboratorijskim
uslovima.

Hemikalije

Sve hemikalije, koje su koriS¢ene u ekspe-
rimentu, bile su za analitiCku upotrebu (p.a.). Tyrod-ov
rastvor je pripreman svakog dana od p.a. hemikalija, a
Na-askorbat (USP, Bronson) i askorbinska kiselina
(Metheson, Coleman and Bell) bili su komercijalni
proizvodi. Antitela za pasivhu imunizaciju zamoraca
dobijena su imunizacijom zeCeva oval-albuminom
(Immun. Gr Parks Davis).

Metod rada

Na pocetku ogleda kod 12 Hartley zamoraca,
intraperitonealnom aplikacijom sa po 1,0 ml anti-oval
antitelima, u kojoj kolicini je bilo po 2,7 mg proteina
antitela/ml, izvrSena je pasivna imunizacija zamoraca.
Osamnaest Casova posle pasivnog transfera antitela,
zamorci su zrtvovani udarcem u glavu i vadeni njihovi
ileumi. Od izvadenih ileuma pravljeni su snopici koji su
potapani u organ-kupatila sa Tyrod-ovim rastvorom. U
svako organ-kupatilo sa snopi¢em dodavana je razlicita
koncentracija specifiénog antigena. Za antigen je
koris¢en ovalbumin pet puta kristaliziran (Povvder,
8111, Nutritional Biochemical Corporation, Cliveland,
Ohio). Oslobodeni histamin, iz reakcije antigen-anti-
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telo, testiran je hemijskom metodom Shorea i sar.(5). Za
svaku ispitivanu koncentraciju antigena uradeno je po tri
dodatnog
sa koncentracijom oslo-
bodenog histamina na gram tkiva dobija se na slici 1.
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Slikal. Uticaj koncentracije antigena na oslobadanje
histamina pri konstantnoj koncentraciji antitela

Rezultati dobijeni u predeksperimentu pokazuju
da pri pasivnom transferu konstantne koncentracije an-
titela (2,7 mg/ml) i razli¢itim koncentracijama spe-
cificnog antigena, najveca koli¢ina histamina oslobada
se pri aplikaciji 0,042 mg/ml specifi¢nog antigena.

Eksperiment

Dobijeni rezultati u predeksperimentu koriséeni
su u eksperimentu za proucavanje efekata Na-askorbata
na oslobadanje histamina u toku reakcije antigen-an-
titelo.

Kod 25 Hartlev zamoraca, muskog pola, telesne
tezine 300 do 400 g, ranije ni¢im tretiranih, koji su bili
na normalnoj ishrani i ziveli pod uobicajenim laborato-
rijskim uslovima, izvrSena je pasivna imunizacija
intraperitonealnom aplikacijom 1,0 ml antioval antite-
lom (2,7 mg proteina/ml). Sve Zivotinje bile su podcije-
ne u dve grupe: kontrolna (10 zamoraca) i ekspe-
rimentalna grupa (15 zamoraca). Osamnaest ¢asova
nakon pasivne senzibilizacije svi zamorci su zZrtvovani
udarcem u glavu i potom izvadeni njihovi ileumi. Iz
isecenih ileuma napravljeni su snopic¢i od po 8 uzoraka
tankog creva i potapani u organ-kupatila. Snopic¢i do-
bijeni od zivotinja kontrolne grupe potapani su Tyrod-
ov rastvor, a od zivotinja eksperimentalne grupe u rast-
vore razli¢itih koncentracija Na-askorbata (od 10" M
do 10™ M) koji su sveze pripremani u Tyrodov-om rast-
voru. Za svaku koncentraciju Na-askorbata uradena su
po tri ogleda. Deset minuta nakon adaptacije snopi¢a u
rastvorima dodavana je, svakom snopicu kontrolne i
eksperimentalne grupe, po 0,42 mg proteina anti-
gena/10 ml. Posle reagovanja dodatog antigena, sa pre-
thodno fiksiranim antitelima, odredivana je koli¢ina
oslobodenog histamina hemijskom metodom Shorea i
sar. (5). Rezultati dobijeni uporedivanjem koli¢ine
oslobodenog histamina na gram osusenog tkiva ileuma,
pri razli¢itim koncentracijama Na-askorbata, prikazani
su na slici 2.
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Slika 2. Efekat Na-askorbata na oslobadanje histamina

10-5 [Na-ascorbate]

Rezultati, prikazani na gornjem grafikonu, po-
kazuju da postoji znacajna razlika u oslobadanju hi-
stamina kod kontrolne i eksperimentalne grupe.
Evidentno je slabije oslobadanje histamina u grupi
snopica koji su bili tretirani Na-askorbatom, nego u
grupi snopica tretiranih samo Tyrod-ovim rastvorom.
Najmanja koncentracija histamina oslobodena je pri
najvecoj koncentraciji Na-askorbata (10"M). Sa sma-
njenjem koncentracije Na-askorbata raste koncentra-
cija oslobodenog histamina.

Diskusija

Mehanizam oslobadanja medijatora u toku ana-
filakse studiran je mnogim i razli¢itim modelima in
vitro, koristeci tkiva aktivno i pasivno senzibilisanih
zivotinja. Jo§ su Dale i Laidwal (2), kao i Schultz (1)
dosta davno zapazili da histamin izaziva veoma sli¢ne
sistemske promene koje se zapazaju i kod anafilakse,
kao i da uterus senzibilisanih zamoraca, posle dodira sa
specifinim antigenom, reaguje snaznom kontrakcijom
i oslobadanjem histamina (1,2). Kontrakcija glatke mu-
skulature senzibilisanih zamoraca povezana je sa eks-
plozivnhom degranulacijom mastocita i bazofilnih
leukocita i oslobadanjem histamina, serotonina, SRS-A,
bradikinina i drugih medijatora alergijske reakcije.
Koli¢ina oslobodenih medijatora, prema Uvnas-u (7)
zavisi od stanja membjane granula i elektrolitiCkog
stanja medijuma. Smatra se da koli¢ina oslobodenog
histamina iznosi oko 20 mili-mikro-grama/¢eliju. Os-
lobadanje histamina iz Soknog tkiva glatke muskulature
je veoma brzo i maksimum dostize 5 minuta posle
challenge-a (7). Medutim, histamin se veoma brzo ra-
zgraduje u dodiru sa seroznim povrSinama creva, pod
dejstvom tkivne histaminaze, koje mogu biti blokirane
pomocu raznih hemijskih supstanci (4,6).

Oslobadanje histamina iz granula i njihov ulazak
u ekstracelularni medijum usko je zavisan od koncen-
tracije jona Na. Jonska koncentracija Na moze da oslo-
bodi, ali i da vrati, histamin u njegove granule (4). S
obzirom da koli¢ina oslobodenog histamina ima vidnog
udela u anafilaktickoj reakciji i reakciji glatke muskula-
ture na oslobodeni histamin, pitanje blokade tkivne
histaminaze i spre¢avanja razgradnje oslobodenog his-
tamina bilo je dosta izucavano (3,7,6). Danas je
poznato nekoliko supstanci koje imaju svojstvo inhibi-
cije tkivne hislaminaze, a medu njima je dosta paznje
posvecéeno i efektu semikarbazida (4). Ova supstanca,
primenjena u dozi od 20 mg/ml, bez efekta je na anafi-
lakticku reakciju, i nije interferirana sa mnogim
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hemijskim procesima. Dodata u toj dozi semikarbazid
omogucava uzorku creva da prezivljava u Tyrod-ovom
rastvoru dosta dugo. To je i razlog zbog ¢ega smo ga
koristili u ovim eksperimentima.

Anafilakticke reakcije, kao i alergijske reakcije
uopste, su enzimski procesi ¢ije mnogobrojne karike jo$
uvek nisu dovoljno razjasnjene. Kad se tacno otkriju i
razjasne enzimski sistemi koji uéestvuju, u odigravanju
u toku reakcija antigen/antitelo, bi¢e mogucée da se
shvate 1 kontrolisu za ¢oveka neprijatne, teSke i veoma
Cesto po Zivot opasne alergijske manifestacije (8,9).

Zakljucak

Kod pasivno senzibilisanih zamoraca, primena
razlicitih doza Na-askorbata, dovodi do redukcije os-
lobadanja histamina pri reakciji antitela i specificnog
antigena. Uzorci tankog creva, tretirani Na-askorba-
tom, oslobadaju manju koli¢inu histamina na g osuse-
nog tkiva, u odnosu na uzorke osuSenog ileuma
zamoraca koji nisu tretirani Na-askorbatom.
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THE EFFECT OF Na-ASCORBATE ON THE HYSTAMINE RELEASING
DURING THE ANAPHYLAXIS

Voja Pavlovic and Zorica Paviovic

In the case of 25 male Hartley guinea pigs of initial weight between 300-400 g, not hav-
ing been treated before, living under the normal laboratory conditions, the passive immunisation
was done by intraperitoneal application of 0.1 ml anti-oval antibody (2.7 mg pprotein/ml). All
animals were devided into two groups. The control group (10 guinea pigs) and the experimental
group (15 guinea pigs). Eighteen hours after passive sensibilisation all guinea pigs were sacrii-
ficed; they were hit on the head and their illeums were taken out. Eight samples were made out of
those illeums and they were soaked in the bowl. The control groups were soaked in Tyroid's so-
lution, and those belonging to the animals of experimental group in the solutions with different
concentrations of Na-ascorbate (from 10"M to 10*M) which were ready made in Tyrod's solution.
Three experiments were done for each concentration of Na-ascorbate. Ten minutes after the
adaptation of the groups in the solution, 0.42 mg of proteine antigena/10 ml was added to botli
control and experimenta groups. After the reaction of the added antigen, with previously fixed
antibodies, the quantity of the release hystamin was established by chemical method of Shore
and associates. The results were achieved by comparing the quantity of the released histamin on
gr of the dried illeum tissue, due to different concentrations of Na-ascorbate. Acta Medica

Medianae 2004; 43(2):43-45.
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