UTICAJ Na-ASKORBATA NA PROMENU SENZITIVNOSTI ILEUMA
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Kod normalnih, ranije ni¢im tretiranih, Hartley zamoraca, muskog pola, telesne teZine od
250 do 300 g, koji su ziveli pod uobicajenim laboratorijskim uslovima, proucavan je efekat
razli¢itih koncentracija Na-askorbata, na promenu senzitivnosti terminalnog dela ileuma, prema
histaminu. Primenjene su razli¢ite koncentracije Na-askorbata, od 10-6M do 10-1M, a senzitivnost
terminalnog dela ileuma odredivana je Schultz-Dale-ovom reakcijom.

Uzorci ileuma tretirani su histaminom 10-5M, a dobijena kontrakcija creva sluzila je kao
maksimalan odgovor (100%). Uzorak ileuma je ispiran Tirode-ovim rastvorom, medijum je
zamenjivan razli¢itim koncentracijama Na-askorbata i, pomocu Schultz-Dale-ove reakcije
odredivan je intenzitet kontrakcije ileuma.

Dobijeni rezultati pokazuju da sa porastom koncentracije Na-askorbata, od 10-°M do
10-3M, postoji blag porast koncentracije histamina, radi dobijanja 50% doze odgovora. Me-
dutim, posle primene koncentracije vitamina C od 10-3M, naglo raste potreba za histaminom,
radi dobijanja 50% odgovora, i ona je najveca kada je primenjena koncentracija Na-askorbata od
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Ovi rezultati pokazuju da primena Na-askorbata smanjuje osetljivost terminalnog dela
ileuma prema histaminu. Acta Medica Medianae 2005,44(2):17-21.
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Uvod

Rezultati dosadasnjih klinickih i eksperimen-
talnih istrazivanja, o efektima askorbinske kiseline na
celularnu i humoralnu imunost organizma, ukazuju na
znacajnu ulogu ove supstance u modulaciji imunosti
(1,2). Tokom ovih istraZivanja dobijeni su veoma
razli¢iti, u dosta slucajeva veoma kontradiktorni,
rezultati. Neki od tih nalaza ukazuju na ¢injenicu da
askorbinska kiselina, aplikovana u fizioloskim ili mega
dozama, modifikuje imunost, Stiti od anafilaktickog,
traumatskog i hemoragijskog Soka (3), za razliku od
drugih nalaza koji ukazuju na svojstvo Na-askorbata da
pojacava intenzitet anafilaktickog Soka (4,5).

Aglomeracija ovako kontradiktornih nalaza, o
efektima askorbinske kiseline na aktivnost celija, tkiva,
organa i organskih sistema, kao i nereSeno pitanje efe-
kata delovanja fizioloskih i mega doza askorbinske
kiseline, predstavlja interesantan problem savremene
nauke i zahvalno podrucje za daljna nauc¢na istrazivanja.

www.medfak.ni.ac.yu/amm

Cilj rada

Imajuci u vidu ove Cinjenice, pokusali smo da u
ovom radu prou¢imo uticaj razli¢itih koncentracija
Na-askorbata na senzitivnost terminalnog dela ileuma
kod zamoraca.

Materijal

Za oglede smo koristili normalne, ranije ni¢im
tretirane Hartley zamorce, muSkoga pola, starosti 3 do 4
meseca, telesne tezine od 250 do 300 g, koji su Ziveli
pod uobicajenim laboratorijskim uslovima i bili na
normalnoj ishrani.

Razlicite koncentracije Na-askorbata (p.a.) i hi-
stamina (p.a.) pripremali smo neposredno pri upotrebi.

Metod rada

Zivotinje smo Zrtvovali udarcem u glavu. Nakon
otvaranja abdomena preparirani ileum stavljali smo u
vodeno kupatilo (vol. 3.0 ml), sa prethodno, na 37°C,
zagrejanim Tirode-ovim rastvorom, u koji je stalno
dovodena mesavina kiseonika (99%) i ugljen dioksida
(1%).
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Posle adaptacije creva, od 5 do 10 minuta,
izvodili smo Schultz-Dale-ov ogled po Semi: start
kimografa, jedan minut kasnije smo dodavali ispitivanu
supstancu, registrovali nastalu kontrakciju ileuma, a
posle 30 sekundi zaustavljali smo rad kimografa, 3 puta
ispirali uzorak ileuma Tirode-ovim rastvorom i pravili
pauzu od 3 minuta da bi se crevo oporavilo.

Za dobijanje osnovne krivulje reakcije creva na
histamin, posle adaptacije creva u kupatilu, dodavali
smo 0.15 ml histamina 10°M, registrovali nastalu
kontrakciju (to je maksimalni odgovor za ovu
supstancu, 100%), zaustavljali rad kimografa i ispirali
uzorak ileuma tri puta toplim Tirode-ovim rastvorom.
Posle 3 minuta ogled smo ponavljali sa 0.05 ml
histamina 10-°M, zatim sa volumenom 0.1, 0.15, 0.20,
0.25 ml iste koncentracije histamina.

Posle registracije kontrakcije ileuma, razli¢itim
dozama histamina, uzorak ileuma smo tri puta ispirali
toplim Tirode-ovim rastvorom, a sadrzaj vodenog ku-
patila od 3.0 ml zamenjivali smo odredenom konce-
ntracijom Na-askorbata, rastvorenog u Tirode-ovom
rastvoru.

Posle postizanja maksimalne kontrakcije, ogled
smo ponavljali sa dodavanjem koncentracije Na-asko-
rbata od 10°M do 102M. Medutim, samo dodavanje
Na-askorbata od 10"'M dovodilo je do kontrakcije
ileuma, dok dodavanje ostalih koncentracija Na-asko-
rbata, od 10°°M do 102M, nije dovodilo ni do kakvih
kontrakcija creva. Za svaku koncentraciju Na-askor-
bata, od 10°M do 10-2M, uradeno je po 5 ogleda, a
dobijene vrednosti koncentracije potrebnog histamina,
prikazane su kao srednje vrednosti.

Ako se kao maksimalan odgovor uzorka creva
uzme vrednost registrovane kontrakcije, dobijene posle
dodavanja 0.15 ml histamina 10-°M, i ako se ta vrednost
oznaCi kao 100% odgovor, moZe se, pomocu ove
vrednosti, izraCunati procenat za svaku pojedinac¢nu
dozu standardnog rastvora histamina 10°M. Iz
dobijenih vrednosti formira se standardna kriva doze
odgovora za histamin, kojim se izraCunava procenat za
svaku dodatu koncentraciju histamina (Slika 1).
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Slika 1. Doza odgovor ileuma zamoraca na histamin
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Pomocu ove krivulje izracunavali smo konce-
ntraciju histamina nepoznatog uzorka u kupatilu. Ako
se dobijena vrednost kontrakcije za histamin od 10-°M
ozna¢i kao 100% (maksimalan) odgovor, onda se
prema njemu izracunava procentni odnos koncentracije
histamina za svaki nepoznati uzorak ileuma. Dobijena
vrednost se oznaCava kao y, njenom podelom sa 1-y
(y/1.y), dobija se koli¢nik koji se, pomocu Krogh-ovog
metoda, koristi za izraCunavanje koncentracije
histamina kod 50% odgovora (k-vrednost) za svaki
ispitivani uzorak, kao i zavisnost izmedu koncentracije
ispitivane supstance i maksimalne koncentracije hi-
stamina. Iz vrednosti koncentracija ispitivanih su-
pstanci (M/L) i vrednosti 1/k, dobija se krivulja
senzitivnosti, izmedu razli¢itih koncentracija ispiti-
vanih supstanci i senzitivnosti glatke muskulature
ileuma zamoraca. Ako se od k-vrednosti ekspe-
rimentalne grupe oduzme k-vrednost kontrolne grupe,
dobija se vrednost diference odgovora.

Nasi rezultati

Kod normalnih, ranije ni¢im tretiranih Hartley
zamoraca, izolovali smo terminalni deo ileuma i, u
vodenom kupatilu sa Tirode-ovim rastvorom,
volumena 3.0 ml, proucavali odnos izmedu razli¢itih
koncentracija Na-askorbata i koli¢ine dodavanog
histamina, radi dobijanja 50% vrednosti doze odgo-
vora. Dobijene rezultate prikazali smo na Slici 2.
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Slika 2. Odnos izmedu koncentracije Na-askorbata
i koncentracije histamina

Rezultati prikazani na Slici 2, pokazuju da sa
porastom koncentracije Na-askorbata raste i ko-
ncentracija dodavanog histamina, radi dobijanja 50%
doze odgovora. Pada u o¢i da sa porastom konce-
ntracije Na-askorbata, od 10 pa do 103M, postoji
dosta blag porast potrebne koncentracije histamina.
Medutim, posle porasta koncentracije Na-askorbata od
103M, a posebno posle primenjene koncentracije
Na-askorbata od 10"2M, naglo raste potreba za histami-
nom, radi dobijanja 50% odgovora. Najveca koncentra-
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cija histamina je potrebna, da se izazove isti efekat, ako
je uzorak creva prethodno tretiran Na-askorbatom od
102M, a najmanja kada je u pitanju Na-askorbat od
10°M. Interesantan je nalaz da samo dodavanje
Na-askorbata, koncentracije 10-'M, izaziva kontrakciju
ileuma. Ako se od k-vrednosti eksperimentalne grupe
oduzme k-vrednost kontrolne grupe, dobija se vrednost
diference odgovora. Dobijene vrednosti diference
prikazali smo na Slici 3.
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Slika 3. Doza odgovor izmedu koncentracije Na-askorbata i
koncentracije histamina

Uporedivanjem odnosa izmedu koncentracije
Na-askorbata i koncentracije histamina, zapaZa se da,
sa porastom koncentracije Na-askorbata, paralelno
raste i koncentracija histamina.

Iz odnosa izmedu koncentracije Na-askorbata
(M/L) i 1/k (50% od vrednosti za svaku koncentraciju)
dobija se kriva zavisnosti izmedu razli¢itih koncentra-
cija ispitivane supstance i senzitivnosti glatke musku-
lature ileuma prema histaminu (Slika 4).
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Slika 4. Odnos izmedu koncentracije Na-askorbata i
senzitivnosti ileuma.

Ocigledno je da sa porastom koncentracije
Na-askorbata kontinuirano opada senzitivost uzoraka
terminalnog dela ileuma. Ovaj pad senzitivnosti dosta
je blag pri koncentracijama od 10°M do 103M, a zatim
naglo pada posle primene 102; Na-askorbata, kada je
senzitivnost najniza. Ovi nalazi pokazuju da askor-
binska kiselina smanjuje senzitivnost terminalnog dela
ileuma, prema histaminu.

Diskusija

Jos na pocetku prosloga veka Schultz i Dale su,
nezavisno jedan od drugoga, zapazili da se glatka
muskulatura senzibilisanih zamoraca, izolovana u
vodenom kupatilu, snazno kontrahuje nakon dodavanja
specificnog antigena u in vitro uslovima. Schultz je
ovaj fenomen registrovao kod ileuma, a Dale kod
uterusa (3). Od tada pa do danas dokazano je da, ova
specifi¢na kontrakcija glatke muskulature, nije direktan
efekat antigen-antitelo reakcije na efektorne Celije, vec
je to posledica oslobadanja fizioloski aktivnih su-
pstanci od drugih celija, obi¢no lokalizovanih u istim
tkivnim kompleksima, specifi¢no osetljivim na imune
reakcije. Zbog toga je Schultz-Dale-ov fenomen jedan
specifican slucaj tkivne anafilakse.

Danas je veoma dobro poznato da su mnogi ti-
povi celija specifi¢no vulnerabilni, ukljucujuci eritro-
cite, leukocite, trombocite i mastocite. Medutim,
mastociti, bazofilni leukociti i trombociti su najvulne-
rabilnije Celije koje igraju klju¢nu ulogu u oslobadanju
medijatora u anafilaktickim reakcijama. Od svih
medijatora, izolovanih iz tkiva u toku anafilakticke
reakcije, samo cCetri i to: histamin, serotonin, spo-
roreagujuca supstanca i bradikinin, igraju signifikantnu
ulogu u tim procesima. Medu ovim medijatorima
anafilakticke reakcije, histamin igra krucijalnu ulogu
(6). Mastociti, bazofilni leukociti i trombociti sadrze
histamin i serotonin u njihovim finalnim, farmakoloski
aktivnim oblicima unutar celija i one oslobadaju ove
agense u njihovoj aktivnoj formi, kada su izazvani.

Zbog poznate Cinjenice da postoji paralelizam
izmedu anafilaktickog i histaminskog Soka, kao i zbog
porasta broja pristalica histaminske teorije Soka, mi
Smo se, u ovim istrazivanjima, opredelili za kori§cenje
Schultz-Dale-ove, reakcije. Odabrali smo zamorce
zbog poznate Cinjenice da su ove Zivotinje veoma
senzitivne, i da nisu sposobne da sintetiSu askorbinsku
kiselinu za svoje potrebe. Uvek smo uzimali uzorak
terminalnig dela ileuma sa istog odstojanja od
Peyer-ovih plo¢a (20 cm), poSto je poznato da nije
svaki deo ileuma podjednako osetljiv.

Nasi rezultati pokazuju veliku osetljivost termi-
nalnog dela ileuma na aplikaciju razlic¢itih koncentra-
cija histamina. Medutim, izlaganje ileuma razli¢itim
koncentracijama Na-askorbata, ta osetljivost na hista-
min, znacajno se smanjuje. Sa porastom koncentracije
Na-askorbata paralelno raste i potrebna koncentracija
histamina, radi dobijanja standardnog odgovora.
Najveca koncentracija histamina potrebna je, da bi se
izazvao isti efekat, ako je uzorak creva prethodno
tretiran Na-askorbatom od 10-2M, a najmanja kada je
u pitanju koncentracija od 10°M Na-askorbata.
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Rezultati, dobijeni analizom uticaja koncentracije
Na-askorbata, na senzitivnost terminalnog dela
ileuma, jasno pokazuju da, sa porastom koncentracije
Na-askorbata, postepeno opada senzitivnost terminal-
nog dela ileuma zamoraca.

Danas je dobro razjasnjena uloga askorbinske
kiseline u hematopoezi, u ¢iS¢enju slobodnih radikala u
te¢noj fazi (5,9), njeno snazno antioksidativno svojstvo
(1,6,8), njena uloga u sintezi kolagena (3), interferona,
antitela i1 raznih citokina (3,4), $to sugeriSe da
askorbinska kiselina moZe da modulira celularnu i
humoralnu imunost organizma (7).

Medutim, kakav je mehanizam antihistaminskog
delovanja Na-askorbata za sada nije dovoljno poznato.
Medutim, Noffet i su, jo§ 1972. godine, ukazali na
¢injenicu da je askorbinska kiselina jedna od supstan-
cija koja, vezujuci se za aktivnu grupu fosfodiesteraze,
inhibira hidrolizuu cAMP-a. Porast koncentracije
cAMP-a inhibira oslobadanje histamina (3). Takode je
ukazano na ¢injenicu da su, askorbinska kiselina i niko-
tinamid, kod zamoraca, najpotentnije antihistaminske
supstance (7).

Chatterjee i sar. su izu¢avali uticaj vitamina C na
nivo histamina u plazmi zamoraca. Rezultati njihovih

studija su pokazali da, sa postepenim opadanjem
koncentracije askorbinske kiseline u krvi, raste nivo
histamina u krvi zamoraca, a verifikuju se i
poredklinicki i klinicki simpotomi skorbuta. Smatra se
da nedostatak vitamina C remeti pretvaranje histamina
u hidantion-5-sircetnu kiselinu, koja se razgraduje na
uobicajene metabolicke produkte (3,11). Slicne
rezultate dobili su i Johnston i sar. (6), kao i Cle-
mentson, koji je, proucavao korelaciju izmedu nivoa
askorbinske kiseline i histamina u toku nastanka
ateroskleroze i koronarne insuficijencije (10).

Zakljucak

Primena razli¢itih koncentracija Na-askorbata
smanjuje osetljivost teminalnog dela ileuma zamoraca
prema histaminu.

Najmanja koncentracija Na-askorbata (10°M)
izaziva najmanje smanjenje osetljivostii, a najveca
koncentracija Na-askorbata (102M) izaziva najveci
pad senzitivnosti terminalnog dela ileuma zamoraca.

Na-askorbat smanjuje osetljivost ileuma za-
moraca.
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THE INFLUENCE OF Na-ASCORBATE ON CHANGING
THE ILEUM SENSITIVITY

Voja Paviovic, Zorica Pavlovic and Goran Rankovic

In the case of previously mentioned Hartley guinea pigs, male gender, weight from 250 to
300 g, which lived under normal lab’s conditions, The effect of different Na-ascorbate concen-
trations was studied. Various Na-ascorbate concentrations were used starting from 10-6M to
10-1M, while the sensitivity of terminal part of ileum was determined by Shultz-Dale’s reaction.

The samples of ileum treated by 10-5M histamin and the induced contraction served as a
maximal response (100%). The ileum sample was rinsed by Thyrode’s solution, the media was
exchanged by different concentrations of Na-ascorbate, and with the help of Shulzt-Dale’s reac-
tion, the intensity of ileum contraction was determined.

The obtained results show that, with the increase of Na-ascorbate concentration from
10-6M till 10-3M, there is a mild increase of histamin concentration in order to get 50% of re-
sponse.

However, after the applied vitamin C concentration of 10-3 M, the need for histamine
suddenly increases in order to get 50% of response, and it achieves its maximum after the 10-'M
Na-ascorbate concentration has been applied.

These results show that the application of Na-ascorbate lessens the sensitivity of termal
part of ileum. Acta Medica Medianae 2005,44(2): 17-21.

Key words: Na-ascorbic, vitamin C, histamine, ileum, sensibilisation, Schultz-Dale’ s
reaction
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