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Kratak sadrzaj

Uvod. Disajni putevi su bioloske strukture koje se Sire i skupljaju mijenjajuci
volumen pluéa i tonus bronha. Gama-amino buteri¢na kiselina (GABA) je
neurotransmiter koji je znacajan inhibitor u centralnom nervnom sistemu
sisara. Benzodiazepini su lijekovi koji imaju direktan bronhodilatatorni efekat
na glatku muskulaturu disajnih puteva. Oni ucestvuju u koli¢ini otpustenog
acetilholina i odgovora misi¢a na nadrazaj. Cilj istraZivanja je bio da se utvrdi
da li benzodiazepini redukuju kontrakciju izolovane traheje zamorca koja je
indukovana histaminom.

Metode. Mjerena je tenzija glatke muskulature traheje zamorca cija je kontrak-
cija indukovana histaminom. Kori$¢eno je 10 zamoraca oba pola, prosjecne
tezine od 610 g. Pripremljeni preparat traheje zamorca tretiran je rastuéim
koncentracijama histamina od 0,01, 0,111,0 mg/mL pri ¢emu je konstriktorni
odgovor registrovan fiziografom firme Godart “Fersttransducer” na visekanal-
nom pisacu “Watanable”. Preparat je ispiran Krebsovim rastvorom, a poslije
ponovne stabilizacije postupak se ponavljao uz dodavanje benzodiazepina
u rastu¢im koncentracijama.

Rezultati. Prethodna inkubacija trahealnih prstenova zamorca benzodiaze-
pinom u koncentraciji od 0,014 mg/mL smanjila je kontraktilnu sposobnost
traheje indukovanu sa 0,01 mg/mL histamina za 82,3 %. Koris¢enje benzodi-
azepina u koncentraciji od 0,028 mg/mL smanjilo je kontrakciju za 85,2%, a
koncentracija benzodiazepina od 0,042 mg/mL dovela je do najveceg pada
kontraktilnosti za 88,2%.

Zakljucak. Dobijeni rezultati ukazuju da vece koncentracije benzodiazepina
smanjuju kontraktilnu sposobnost traheje izazvane histaminom.

Kljucne rijeci: konrakatilnost traheje zamorca, GABA, benzodiazepini,
histamin
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Uvod

Disajni putevi predstavljaju bioloske strukture
koje se sire i skupljaju mijenjajuci volumen
normalno pod veéim uticajem parasimpatik-
usa u odnosu na simpaticke uticaje [1]. Uloga
holinergickog nervnog sistema u regulaciji
bronhomotornog tonusa je u refleksnoj bron-
hokonstrikciji i povecanoj sekreciji bronhalnih
zlijezda. Nakon stimulacije holinergickih par-
asimpatickih postganglijskih vlakana dolazi do
oslobadanja acetilholina iz intrapulmonalnih
zavrsetaka vagusnog nerva. Acetilholin direk-
tno uzrokuje konstrikciju glatke muskulature
stimulacijom muskarinskih receptora [1,2,4].
Stimulacijom adrenergic¢kog nervnog sistema tj.
adrenergickih simpatickih vlakana kod zdravih
osoba dolazi do bronhodilatacije (povecanja
prohodnosti disajnih puteva) i inhibicije Zljez-
dane sekrecije. Ova dilatacija glatke muskula-
ture disajnih puteva je omogucena uz pomo¢
beta2 receptora. Gama-amino buteri¢na kiseli-
na (GABA) je neurotransmiter koji je znacajan
inhibitor u centralnom nervnom sistemu sisara
[2,3,4]. Histamin (beta-imidazolyl-ethylamine)
ima bronhokonstriktivni efekat uz pomo¢ H1
receptora [5]. Najveca koli¢ina histamina se
produkuje u mastoidnim ¢elijama koje su gusto
lokalizovane u mukoznom sloju zida disajnih
puteva. Histamin takode uzrokuje bronhokon-
strikciju indirektno, djelovanjem na nervne
zavrsetke nervus vagusa [6,7].

GABA djeluje posredstvom GABA-A, GA-
BA-B i GABA-C postsinaptickih receptora koji
se nalaze u mozgu i perifernim tkivima ukl-
jucujudi i pluéa. GABA receptori ucestvuju u
koli¢ini otpustenog acetilholina, a samim tim
i u modulaciji odgovora misi¢a na nadrazaj
[2,4]. Benzodiazepini su lijekovi koji se koriste
kao muskulorelaksanti, anksiolitici i antikon-
vulzivi [3]. Benzodiazepini imaju direktan i
indirektan bronhodilatatorni efekat na glatku
muskulaturu disajnih puteva [8]. Prvi je uz-
rokovan inhibicijom voltazno-zavisnih Ca?+
kanala, $to vodi ka relaksaciji glatkih misica [4].
Postoje periferni benzodiazepinski receptori
koji su dominantno lokalizovani u spoljasnjoj
membrani mitohondrija. IstraZivanja dokazuju
da ovi receptori mogu dovoditi do modulaci-
je u bronhomotornom tonusu [9-11]. Drugi,
indirektan efekat benzodiazepina je takav da
povecavaju neurotransmisionu aktivnost GA-

BA-e na nivou postsinaptickih receptora kao
i na nivou svih neuroaksona u centralnom
nervnom sistemu [8].

Cilj istrazivanja bio je da se utvrdi da li
benzodiazepini redukuju (antagonizuju) kon-
trakciju izolovane traheje zamorca koja je in-
dukovana histaminom.

Metode rada

U ovom ispitivanju mjerena je tenzija glatke
muskulature traheje zamorca ¢ija je kontrak-
cija indukovana histaminom. Istrazivanjem je
obuhvaceno 10 zamoraca, oba pola, prosjecne
tjelesne tezine 610 g. Zamorci su prethodno
¢uvani i hranjeni u standardnim uslovima, a
eksperiment je raden uvijek u isto doba dana,
od 9 do 13 ¢asova u Laboratoriji za biomed-
icinska istrazivanja Medicinskog fakulteta
u Kosovskoj Mitrovici. Svi eksperimenti na
zamorcima vr$eni su u skladu sa principima
medunarodne deklaracije o dobrobiti Zivotinja:
Guide care and USE Laboratory Animals, NIH
publication No 85-23.

Poslije incizije koZe vrata i presijecanja
prednje fascije vrata pristupalo se vratnom
dijelu traheje. Izvadeni izolovani organ tra-
heje se odmah potapao u Krebs-Henseleit-ov
rastvor ¢ija temperatura je bila 37°C. Traheja
je oslobodena od okolnog vezivnog tkiva i
nacinjen je longitudinalni rez na anteriornoj
strani traheje, a zatim popre¢nim presjecima
su napravljeni preparati koji su sadrzali 5-6
trahealnih prstenova. Jedan takav preparat se
stavljao u stakleno vodeno kupatilo ispunjeno
sa 44 ml Krebs-Henseleit-ove solucije ¢ija je
temperatura iznosila 37°C i kroz koje je kon-
tinuirano vrSena aeracija gasnom smjeSom
95% 021 5% CO2. Trahealni preparat je jednim
krajem, specijalnim metalnim kopc¢ama, fiksir-
an za dno vodenog kupatila, a drugim krajem
je bio vezan za “Statham” force transducer.
Preparat traheje se na pocetku eksperimentalne
procedure istezao do tenzije od 1 g, a zatim
ostavljao u narednih 60 min radi ekvilibracije
i uspostavljanja “steady state”.

Na ovakav nacin pripremljeni preparat
traheje zamorca tretirali smo rastu¢im koncen-
tracijama histamina (Histamin, Sigma-Aldrich,
Germany) od 0,01, 0,1 i 1,0 mg/mL pri ¢emu
je registrovana jacina kontrakcije poslije svake
koncentracije posebno, a konstriktorni odgovor
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Tabela 1. Efekti primjene benzodiazepina na procenat promjene kontraktilnog odgovora izolovane traheje izazvan
histaminom. Postoji evidentna tendencija smanjenja odgovora na histamin ukoliko koncentracija benzodiazepina u
mediju koji okruzuje izolovani organ trahealnih prstenova raste.

Koncentracija histamina/

Koncentracija benzodiazepina 0,01 mg/mL 0,1 mg/mL 1,0 mg/mL
0,014 mg/mL 82,3% 29,6% 24,5 %
0,028 mg/mL 85,2% 36,7% 36,6%
0,042 mg/mL 88,2% 47,3% 51,7%

registrovan fiziografom firme Godart “Ferst-
transducer” na visekanalnom pisacu “Watana-
ble”. Preparat je ispiran Krebs-Henseleit-ovim
rastvorom. Poslije perioda stabilizacije tkiva
(vracanja igle pisaca na nultu poziciju) doda-
vane su rastuce koncentracije benzodiazepina
(Apaurin, Krka, Slovenija) od 0,014 mg/mL;
0,028 mg/mL i 0,042 mg/mL i to za svaku
koncentraciju histamina.

Rezultati

Eksperimentalnim istrazivanjem obuhvacdeno
je 10 zamoraca, kod kojih je poslije zrtvovan-
ja uzeta traheja. Izolovane traheje zamoraca
provocirane su rastu¢im koncentracijama his-
tamina (0,01,0,111,0 mg/mL). Registrovana je
ja¢ina kontrakcije poslije svake koncentracije
posebno. Poslije perioda stabilizacije tkiva
(vracanje igle pisaca na nultu poziciju) doda-

vane su rastuce koncentracije benzodiazepina
(0,014 mg/mL; 0,028 mg/mL 0,042 mg/mL).

Na grafikonu 1 prikazane su krivulje
kontrakcija traheje poslije datog histamina u
koncentraciji od 1,0 mg/mL (A) kao i poslije
davanja jedne i tri koncentracije benzodiaz-
epina (B i C). Jasno je uocljivo da najmanja
koncentracija benzodiazepina uti¢e samo na
farmakokinetiku histamina, dok trostruka veéa
koncentracija znac¢ajno blokira njegove efekte.

Na tabeli 1 se vidi da vece koncentracije
benzodiazepina smanjuju kontraktilnu spos-
obnost traheje na primjenjene koncentracije
histamina. Iz tabele 1 zapazamo da primjena
vecih koncentracija benzodiazepina smanjuje
kontraktilnu sposobnost traheje stimulisane
histaminom, nezavisno da li je pri tome prim-
jenjen histamin u koncentraciji od 0,01; 0,1 ili
1,0 mg/mL.

Prethodna inkubacija trahealnih prstenova
zamorca benzodiazepinom u koncentraciji od
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1,0 mg/ml histamina

0,014 mg/ml Benzodiazepina

1,0 mg/ml histamina

0,042 mg/ml Benzodiazepina
+ +

1,0 mg/ml histamina

Grafikon 1. Krivulja kontraktilnog odgovora izolovane traheje zamorca na histamin (1,0 mg/mL) prije (A) i poslije
rastucih koncentracija benzodiazepina (B i C) kod iste eksperimentalne Zivotinje. Prethodna inkubacija trahealnih
prstenova benzodiazepinom (0,042 mg/mL, krivulja C) prouzrokovala je zna¢ajno smanjenje kontraktilnog odgov-

ora na histamin.
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Grafikon 2. Efekti primjene benzodiazepina na redukciju
amplitude kontraktilne sposobnosti traheje zamorca ¢ija
je kontrakcija stimulisana primjenom histamina (0,01
mg/mL).
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Grafikon 3. Efekti primjene benzodiazepina na redukciju
amplitude kontraktilne sposobnosti traheje zamorca ¢ija
je kontrakcija stimulisana primjenom histamina (0,1
mg/mL).

0,014 mg/mL smanjila je kontraktilnu spos-
obnost traheje indukovanu sa 0,01 mg/mL
histamina za 82,3 %. Koris¢enje benzodiazepina
u koncentraciji od 0,028 mg/mL smanjilo je
kontrakciju za 85,2%, a koncentracija benzodi-
azepina od 0,042 mg/mL dovela je do najveceg
pada kontraktilnosti za 88,2% ( Grafikon 2).
Na grafikonu 3 se vidi da je kontrakciju,
koja je indukovana koncentracijom histamina
od 0,1 mg/mL, prva koncentracija benzodi-
azepina od 0,014 mg/mL smanjila za 29,6%,
koncentracija benzodiazepina od 0,028 mg/
mL smanjila je kontrakciju za 36,7%, a treca
koncentracija benzodiazepina od 0,042 mg/

100%

K Koncentracija
8% benzodiazepina
60% At m 0,014 mg/mL
40% bk 30,028 mg/mL

o
0
i 00,042 mg/mL
20% -
0% -
1,0 mg/mL

Koncentracija histamina

Grafikon 4. Efekti primjene benzodiazepina na redukciju
amplitude kontraktilne sposobnosti traheje zamorca ¢ija
je kontrakcija stimulisana primjenom histamina (1,0
mg/mL).

mL dovela je do najveceg pada kontraktilnosti
za 47,3%.

Kod izolovane traheje zamorca ¢ija je kon-
trakcija indukovana sa najve¢om koncentraci-
jom histamina od 1 mg/mlL, koncentracija
benzodiazepina od 0,014 mg/mL smanjila
je kontraktilnu sposobnost traheje za 24,5%.
Druga koncentracija benzodiazepina od 0,028
mg/mL smanjila je kontraktilnu sposobnost
traheje za 36,6 %. Koncentracija benzodiazepina
od 0,042 mg/mL dovela je do najveceg pada
kontraktilnosti za 51,7% (Grafikon 4).

Diskusija

Traheja je fibromuskularni cijevni organ ¢iji
ventrolateralni zid gradi hijalina hrskavica, a
dorzalni zid glatki misi¢. Glatki misic¢i disa-
jnih puteva od traheje do respiratornih bron-
hiola su pod kontrolom eferentnih vlakana
autonomnog nervnog sistema. Razli¢iti tipovi
neurotransmitera i peptida ucestvuju u regu-
laciji kontraktilnosti disajnih puteva (GABA,
serotonin, tahikinin i glutamat). Efektorske
celije disajnih puteva (glatki misi¢ bronha i
krvnih sudova, Zlijezde) su gusto inervisane od
strane vlakana parasimpati¢kog i simpatickog
nervnog sistema, koji regulidu tonus glatke
muskulature disajnih puteva, Zljezdanu sekrec-
iju i dijametar krvnih sudova. Disajni putevi
su primarno inervisani od strane autonomnog
parasimpati¢kog nervnog sistema [1,2,8].
Histamin predstavlja agonistu holin-
ergickih receptora i primjenjen in vivo ili in
vitro imitira efekte parasimpaticke inervacije
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na muskulaturu respiratornih puteva, dakle
izaziva konstrikciju bronha. Iz tog razloga
histamin se moze koristiti kao lijek u bron-
hoprovokacionim testovima za dokazivanje
bronhijalnog reaktibiliteta, a takode iz tog ra-
zloga mi smo ga koristili u ovom istrazivanju
kao lijek koji izaziva bronhokonstrikciju [5,6,7].

Vedina radova istrazivala je centralne
efekte GABA-ergi¢nog sistema na regulaciju
prohodnosti disajnih puteva, a istrazivanja o
njegovim eventualnim perifernim efektima
su manje dostupna u literaturi i manje se o
njima zna. Na osnovu dosadasnjih saznanja
znamo da povecana parasimpaticka inervacija
dovodi do bronhokonstrikcije i da ona biva
blokirana ili smanjena davanjem GABA, koja
ima relaksirajuci efekat na glatku muskulaturu
respiratornih puteva [2,12,13].

Nasim istrazivanjem utvrdili smo da pov-
ecan tonus glatke muskulature izolovane tra-
heje zamorca nastao indukovanjem histamina
biva smanjen poslije davanja benzodiazepina.
Benzodiazepini su lijekovi koji imaju direktne
iindirektne bronhodilatatorne efekte na glatku
muskulaturu disajnih puteva [9,10]. Direktan
efekat ispoljavaju inhibiSuci voltazno zavisne
Ca?+ kanale, a indirektan pojac¢avajuci neuro-
transmisionu ulogu GABA na nivou postsinap-
tickih receptora, a rezultat toga je porast broja
otvorenih kanala za hlor [4,7]. GABA djeluje
posredstvom GABA-A, GABA-B i GABA-C
receptora koji su smjesteni u plu¢ima. GABA-A
receptor se sastoji iz a i 8 subjedinice ¢ijom se
konformacijom formira kanal kroz koji struje
joni hlora u ¢eliju, a to je posljedica aktivacije
GABA-A receptora od strane neurotransmitera
koji se veze za 3 subjedinicu [3,4,14].

Centralni senzorni efekat GABA ispoljava
preko intermedijarne hemosenzitivne zone
koja je odgovorna za centralni ventilatorni
hemosenztivitet. Ubrizgavanjem muscimola
u ovu zonu dolazi do pada krvnog pritiska
i usporenog sréanog rada. Veoma znacajno
otkrice uz pomo¢ imunocitohemijske tehnike
je prisustvo GABA-ergi¢nih neurona u ovoj
zoni. Smatra se da su ove celije odgovorne za
respiratornu depresiju poslije davanja musci-
mola. Dokazano je da benzodiazepini davani
lokalno na povrsne strukture intermedijarne
zone mogu da prouzrokuju pad tonusa glat-
ke muskulature disajnih puteva, prije nego
djelovanjem na dublje neurone dorzalne grupe

vagusa i nukleusa ambigusa koji inervisu efer-
entnim nervnim putem disajno stablo [4,10,13].

Zna se da GABA-B specifi¢ni agonisti
smanjuju otpor u disajnim putevima tako $to
moduli$u oslobadanje acetilholina sa parasim-
pati¢kih vlakana. Sa druge strane, GABA-B
receptorski agonist, baklofen, moZze pojacati
odgovor disajnih puteva imitirajuci dejstvo
histamina kod astmati¢nih pacijenata. Ovo
paradoksalno dejstvo baklofena vodi nas ka
hipotezi da mozda postoje postganglionski
GABA-B receptori koji vezu Gi protein, za koji
se zna da slabi relaksaciju glatke muskulature
disajnih puteva [9,10,11].

Mnoga laboratorijska proucavanja doka-
zala su da derivat GABA, baklofen, djeluje na
respiratorne spinalne neurone u zavisnosti od
koncentracije. Manje koncentracije baklofena
od (0,5-2 mg/kg) povecavaju ucestalost akcion-
ih potencijala na freni¢nom i interkostalnim
neuronima. Ove promjene nisu vidljive za
vrijeme inspiratornog punjenja i bez efekta su
na trajanje ekspiracije. Srednja koncentracija
od (2-4 mg/kg) povecava trajanje inspiracije.
Veca koncentracija od (4-10 mg/kg) paralise
inspiraciju [9].

Neka istrazivanja nam pokazuju da benzo-
diazepini poput Diazepama ili Midazolama im-
aju inhibitorni uticaj na Ca?+ i K+ kanale ¢ime
dovode do bronhodilatacije, a istovremeno
smanjuju kontraktilnu sposobnost traheje na
primjenjene koncentracije histamina. Nema
informacija da li je taj efekat rezultat djelovanja
na GABA receptore u traheji ili efekata benzo-
diazepina koji mimoilaze stimulaciju GABA
receptora [4,8].

Zakljucak

Dobijeni rezultati ukazuju da parasimpaticka
inervacija, koja davanjem histamina vodi ka
konstrikciji bronha, biva smanjena davanjem
benzodiazepina. Benzodiazepini uz pomo¢
GABA ostvaruju relaksirajuci efekat na glat-
ku muskulaturu disajnih puteva inhibisuci
misiénu sprovodljivost, smanjujuci otpor u
disajnim putevima i smanjujuci kontraktilnost
misica traheje. Nasa istrazivanja su pokazala
da vece koncentracije benzodiazepina smanjuju
kontraktilnu sposobnost traheje na primjenjene
koncentracije histamina.
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The effect of benzodiazepine on contractility of isolated trachea ring
of the guinea pig induced by histamine
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Vladimir Turunta$', Vedrana R. Vidojevi¢'
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2Faculty of Medicine Kosovska Mitrovica, University of Pristina, Serbia

Introduction. Airways are biological structures that expand and constrict changing volume of lung and
tonus of bronchi. Gamma-amino butyric acid (GABA) is major inhibitory neurotransmitter in mammalian
nervous system. Benzodiazepines are agents that have a direct bronchodilatator action on airway smooth
muscle. They participate in an amount of dismissed acetylcholine and in modulation of muscle response
to excitation. The aim of the examination was to study possible antagonized effect of benzodiazepine on
smooth muscle contractility of isolated tracheal ring from guinea pig after the application of histamine.

Methods. In the study tension of tracheal smooth muscles of guinea-pig, whose contraction was induced
by histamine, was measured. Ten guinea-pigs of both sexes were involved in the study with average
weight of 610 g. The isolated trachea was treated with increasing concentrations of histamine 0.01, 0.1
and 1.0 mg/mL. The constriction answer was registered by physiograph of the Godart company “Fer-
sttransducer” on multi-channeled writer “Watanable”. The isolated trachea was washed out by Krebs
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solution and after restabilization the procedure was repeated with the addition of increasing concentra-
tion of benzodiazepine.

Results. In trachea whose contraction was induced by concentration of histamine of 0.01 mg/mL one
concentration of benzodiazepines of 0,014 mg/mL reduced the contraction ability by 82.3%. The concen-
trations of benzodiazepine of 0,028 mg/mL reduced the contraction ability of trachea by 85.2%. Third
concentration of benzodiazepine of 0,042 mg/mL led to the highest decrease of contraction of trachea
by 88.2%.

Conclusion. The higher concentrations of benzodiazepine reduced contraction ability of trachea induced
by histamine.
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