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Vunena pra$ina opisana je kao uzro¢nik
respiracijskin poremecaja u radnika
profesionalno izloZzenih u industriji na
preradi vune. Ovo farmakolosko istraZivanje
obavljeno je na izoliranoj traheji 30-ero
zamor&adi s vodenim ekstraktima vune
pripremljenim od materijala skuplienog na
radnim mjestima izloZenih radnika. Ekstrakt
vunene prasine dodavan je u sistem
Krebsove otopine u progresivho povecanim
koncentracijama od 10, 30, 100, 300 i 1000 pL.
Ekstrakt vunene praSine uzrokovao je
konstrikciju glatke muskulature traheje, koji
je u€inak znatno smanjen uz prethodnu
primjenu pirilamina (antihistamina) i
verapamila (agens koji blokira intracelularni i
ekstracelularni kaicij). Atropin (antikolinergik)
i indometacin (blokator sinteze
prostaglandina) pokazivali su vrlo slab
ucinak na konstrikciju glatke muskulature
traheje uzrokovanu ekstraktom vunene
prasine. Ovi rezultati upuéuju na to da je
djelovanje vunene prasine djelomiéno
posredovano medijatorima konstrikcije (tj.
histaminom) ili kalcijem.

Kijuéne rijedi:
farmakolosko ispitivanje, izlozenost vunenoj praSini,
izolirana traheja zamorcadi, respiracijski poremecaji

Uéinak tekstilne prasine na respiracijski sustav izloZenih radnika poznat je jos
od vremena B. Ramazzinija (1). Epidemioloska istrazivanja upucéuju na visoku
ucestalost respiracijskih poremec¢aja u radnika na izradi vunenih tepiha (2-7).
Sigsgaard i suradnici (8) utvrdili su promjene plué¢ne funkcije radnika s atopijom
na preradi vune u usporedbi s ostalim tekstilnim radnicima. Sli¢nost klinicke
simptomatologije izmedu radnika na preradi vune i pamuka opisao je Ozesmi (9). Isti
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je autor utvrdio u 22% radnika na preradi vunenih tepiha simptome sli¢ne bisinozi.
IzloZenost laboratorijskih Zivotinja vunenoj prasini uzrokovala je upalu disnih
putova (10).

Ovim istrazivanjem poku3ali su se okarakterizirati u¢inci vodenog ekstrakta
vunene prasine na glatkoj muskulaturi izolirane traheje zamorcadi i usporediti
dobiveni rezultati s u¢incima ekstrakata prasine pamuka i konoplje na istom
modelu.

METODE RADA

Priprema ekstrakta vunene prasine

Uzorci vunene prasine skupljeni su na radnim mjestima radnika koji su bili
ukljuceni u epidemiolosko ispitivanje ucinaka vunene prasine na respiracijski
sustav. Vodeni ekstrakt vunene prasine pripremljen je metodom po Sheldonu
(11) u koncentraciji 1:10 w/v u Imunoloskom zavodu u Zagrebu.

Preparacija traheje zamorceta

Koristene su traheje 30-ero albino zamorcadi tezine 300-400 grama. Smrt Zivoti-
nja izazvana je udisanjem CO, nakon ¢ega je izvadena traheja i stavljena u
sistem s Krebs-Hanseliet otopinom koja sadrzava NaCl, KCI, CaCl,, MgSO,,
KHPO,, NaHCO;, dekstrozu i Na,EDTA. Temperatura otopine u sistemu iznosila je
36,5+0,5 °C uz kontinuirano provodenje struje zraka koja sadrzava 95% O, i 5%
CO, tako da je odrzavan pH od 7,5%0,1. Traheja svakog zamorceta razrezana je
na pet jednako velikih segmenata od kojih je svaki stavljen u odvojeni sistem s
Krebsovom otopinom. Jedan od pet segmenata sluzio je kao kontrola (testiran
Krebsovom otopinom) i ekstraktom vune, a ostala Cetiri segmenta tretirana su
odgovaraju¢im farmakoloskim agensom nakon ¢ega je dodavan ekstrakt vune.

lzometri¢na kontrakcija traheje registrirana je na poligrafu Grass FTO3C s
Grass pisacem. Prije pocetka eksperimenta s ekstraktima vunene prasine u sistem
je dodavan karbakol (10* M). Ekstrakt vune ili Krebsove otopine (kao kontrola)
dodavani su u sistem progresivnim poveéanjem volumena od 10, 30, 100, 300
i 1000 pl. Bioloska aktivnost ekstrakta vune testirana je i uz dodavanje farma-
koloskih agensa kao sto su atropin (10°M, antikolinergik), pirilamin (106 M,
antihistamin H1, blokirajué¢i agens) indometacin (10-¢ M, inhibitor sinteze prostag-
landina) i verapamil (10> M, blokator intracelularnog i ekstracelularnog kalcija).
Izolirana traheja zamoré¢adi inkubirana je Krebsovom otopinom ili farmakoloskim
medijatorima tijekom 20 minuta nakon ¢ega je dodavan ekstrakt vune. Aktivnost
ekstrakta vune izrazena je kao postotak maksimalne pocetne kontrakcije glatke
muskulature traheje zamorcadi izazvane karbakolom (104 M).
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Statisticka analiza

Srednje vrijednosti bioloske aktivnosti izmedu ekstrakta vune nakon primjene
karbakola te Krebsove otopine i raznih farmakoloskih medijatora usporedivane
su t-testom (Staview, Brain Power Inc., Calabasas, CA). Usporedivane su vrijednosti
kontrakcije istog zamoréeta. Podaci su obradeni prema logisti¢koj funkciji:

E= Emaks/l+(EC50/(A)n)
Emaks = utvrdena maksimalna kontrakcija traheje (grami iznad bazi¢ne linije)
(A) = koncentracija agonista

ECs0 = polovica maksimalne kontrakcije traheje
n = nagib krivulje.

REZULTATI

Krivulja doza-odgovor s ekstraktom vune izrazena kao postotak maksimalne
pocetne kontrakcije izazvane karbakolom 10 M prikazana je na slici 1. nakon
prethodne primjene Krebsove otopine i atropina (10 M), na slici 2. nakon pret-
hodne primjene Krebsove otopine i indometacina, na slici 3. nakon prethodne
primjene Krebsove otopine i verapamila te na slici 4. nakon primjene Krebsove
otopine i pirilamina (10-® M). Pirilamin je djelomiéno blokirao u¢inke ekstrakta
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Slika 1. Kontrakcijska aktivnost ekstrakta vunene prasine na glatkoj muskulaturi izolirane traheje
zamoré&adi nakon prethodne primjene Krebsove otopine i atropina 10° M (X+SE)
Figure 1 Contractile activity of wool dust extract on isolated guinea glg tracheal smooth muscle
following pretreatment with Krebs solution and atropine 10~ M (mean+SE)
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Slika 2. Kontraktilna aktivnost ekstrakta vunene prasine na glatkoj muskulaturi traheje zamoréadi
nakon prethodne primjene Krebsove otopine i indometacina 10° M (X+SE)
Figure 2 Contractile activity of wool dust extract on isolated guinea pig tracheal smooth muscle
following pretreatment with Krebs solution and indomethacin 10° M (mean+SE)
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Slika 3. Kontraktilna aktivnost ekstrakta vunene prasine na glatkoj muskulaturi traheje zamorcadi
nakon prethodne primjene Krebsove otopine i verapamila 10° M (X+SE)

Figure 3 Contractile activity of wool dust extract on isolated guinea pig tracheal smooth muscle

following pretreatment with Krebs solution and verapamil 10° M (mean+SE)
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Slika 4. Kontrakcijska aktivnost ekstrakta vunene pra$ine na glatkoj muskulaturi traheje zamorcadi
nakon prethodne primjene Krebsove otopine i pirilamina 10°M (X+SE)
Figure 4 Contractile activity of wool dust extract on isolated guinea pig tracheal smooth muscle
following pretreatment with Krebs solution and pyrilamine 10° M (mean+SE)

vune na glatkoj muskulaturi traheje. Verapamil je gotovo potpuno blokirao kon-
strikcijske reakcije ekstrakta vune u svim dodavanim koncentracijama.

Vrijednosti Emaks za pojedine farmakoloske blokiraju¢e agense i za kontrolu
(Krebsova otopina) prikazane su na tablici 1. Najjaci blokiraju¢i u¢inak na kon-
strikciju glatke muskulature traheje vidljiv je za verapamil i pirilamin.

Tablica 1. Usporedba Emaks traheje zamor&adi nakon primjene farmakoloskih agensa i kontrole
Table 1 Comparison of Emax for drug treated guinea pig tracheas with matched controls

Pirilamin

Pyrilamine 10 pl 289 +42 51,0 +97
155 10 pl 36,157 377 + 87
Atropine 1 £5, 7+ 8,
Indometacin

Indomethacin 10 ul H,7+95 534 + 11,6
VeraPami‘l 10 ! 108 £ 21 5405 10
Verapamil

Podaci su prikazani kao X + SE | Data are presented as mean + SE
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RASPRAVA

Farmakoloske reakcije na razne specifi¢ne antagoniste omoguéuju razlikovanje
uCinaka ekstrakta vune od ekstrakta prasine pamuka. Tablica 2. prikazuje
usporedivanje ucinaka farmakoloskih agensa s ekstraktom vunene prasine i ek-
straktom pamucéne prasine. Konstrikcija uzrokovana ekstraktom pamuéne prasine
znacajno je blokirana brojnim farmakoloskim agensima, dok uéinci ekstrakta
vunene prasine nisu toliko pod djelovanjem farmakoloskih agensa.

Tablica 2. Usporedba farmakolo3kih agensa na odnos doza-reakcija ekstrakta dviju tekstilnih
pradina
Table 2 Comparison of pharmacological agents of the dose-response characteristics of two
textile dust extracts

Pirilamin
Pyrilamine * W
Atropin 7 _
Atropine
Indometacin X -
Indomethacin

- = bez utinka

- = no effect

+ = pojabanje

+ = enhancement
X = smanjenje pri niskim koncentracijama ekstrakta, pojaCanje pri visokim koncentracijama
X = attenuation at low dust extract concentrations, enhancement at high concentrations

Farmakolosko ispitivanje uéinaka ekstrakta vunene prasine na glatku mus-
kulaturu traheje zamoréadi upu¢uje na kompleksni mehanizam nadrazajnog dje-
lovanja vune. Ova pocetna ispitivanja upu¢uju na to da je barem jedan od me-
dijatora uklju¢en u konstrikciji uzrokovanoj in vitro. Takav mehanizam &ini se
opravdanim budud¢i da ekstrakti drugih tekstilnih prasina (npr. pamuk i sisal) u
eksperimentima in vitro oslobadaju histamin iz pluénog tkiva svinje i Eovjeka
(12-14). Ispitivanja s ekstraktom ovojnice pamuka upuéuju na to da neki far-
makoloski agensi mogu modulirati konstrikciju disnih putova in vivo (15-17).
Oslobadanje medijatora u izloZzenosti vuni, osobito histamina, kao i u¢inak hista-
mina prisutnog u vunenoj prasini, ¢ini se kao opravdani mogué¢i mehanizam za
konstrikcijski uéinak registriran u ispitivanjima in vitro i in vivo.

Epidemioloska istrazivanja opisala su moguénost razvoja profesionalnih
plu¢nih bolesti u izlozenosti vunenoj prasini (4, 3, 9). Zuskin i suradnici (4) opisali
su znacajno smanjenje plué¢ne funkcije u zdravih osoba nakon inhalacije ekstrakta
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vune. Donaldson i suradnici (10) utvrdili su da uno3enje vunene prasine u plu¢a
stakora dovodi do upalnih promjena.

Ucinci ekstrakta vunene prasine na izoliranoj traheji nesenzibilizirane zamorc¢adi
u nasem istrazivanju upuéuju na neimunosne (ne-IgE) mehanizme. Ti su nalazi sliéni
onima s ekstraktom ovojnica pamuka (15-17), ekstrakta pamuéne prasine (19) i
ekstrakta prasine konoplje (18). Ti su nalazi potvrdeni ispitivanjem Browna (20) koji
je opisao negativne prick kozne testove na vunu u radnika u tekstilnoj industriji.

Analiza reakcija na razli¢ite farmakoloske agense u nasem eksperimentalnom
istrazivanju upuéuje na to da blokada specifiénih receptora osim histaminskih,
ima slab ué¢inak na konstrikciju glatke muskulature traheje uzrokovanu ekstraktom
vunene prasine. Osobito atropin nije pokazivao zna¢ajni uéinak na Emaks. Ver-
apamil (agens koji blokira kalcij) zna¢ajno je umanjio konstrikcijski u¢inak ek-
strakta vunene prasine. Mobilizacija kalcija za kontrakcijski mehanizam moze
potjecati od intracelularnih i ekstracelularnih stani¢nih depoa. Poveéanje intrace-
lularnog Ca* javlja se u glatkoj muskulaturi i uzrokuje konstrikciju podrazajem
receptora ili bez podrazaja receptora (21, 22). Ulogu farmakoloskih tvari koje
blokiraju kalcij u prevenciji opstrukcije disnih putova treba jos detaljnije ispitati.
Medutim, takvi nalazi mogu imati klini¢ku i terapijsku primjenu za akutne i kroni¢ne
respiracijske simptome i plué¢ne funkcionalne promjene opisane u epidemioloskim
i klini€kim ispitivanjima tekstilnih radnika na preradi vune.
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Summary
CHARACTERIZATION OF WOOL DUST EXTRACT IN VITRO

Wool dust has been described as a cause of respiratory impairment in workers occupationally exposed in wool
processing. A pharmacological investigation was performed on 30 samples of isolated guinea pig trachea with wool
dust water extracts prepared from the material collected at the workplaces of exposed workers. Wool extract was
added into the system with Krebs solution in progressively increased concentrations of 10, 30, 100, 300 and 1000 ul.
The constriction of the tracheal smooth muscle caused by wool dust extract was diminished after pretreatment with
pyrilamine (antihistamine) and verapamil (intracellular and extracellular calcium blocking agent). Atropine
(anticholinergic) and indomethacin (inhibitor of prostaglandin synthesis) had very little impact on the
bronchoconstrictive effect of wool dust extract on the tracheal smooth muscle. This finding suggests that the airway
constriction induced by wool dust is partly attributable to mediators like histamine and also to calcium.
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pharmacological investigation, exposure to wool dust, isolated guinea pig trachea, respiratory disorders

Requests for reprints:

Prof. dr. Eugenija Zuskin

Skola narodnog zdravlja »Andrija Stampar«
Rockefellerova 4

10000 Zagreb




