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Uvod: Benzodiazepini, prvenstveno poznati po centralnim efektima, sve vise se povezuju i sa
direktnim djelovanjem na periferni vaskularni tonus. Iako su eksperimentalna istrazivanja na Zivo-
tinjskim modelima pokazala da diazepam moze indukovati CNS-nezavisnu vazorelaksaciju, podaci
o efektima na humanim krvnim sudovima su ograni¢eni.

Cilj: Svrha ovog istrazivanja je ispitivanje uticaja diazepama na tonus humanih umbilikalnih i
mezenteri¢nih arterija.

Materijal i metode: Osnovna metoda procjene vaskularnog odgovora bila je primjena kupatila za
rad sa izolovanim tkivima. Uzorkovane su humane umbilikalne arterije (HUA) od zdravih trudnica
nakon elektivnog carskog reza i humane mezenteri¢ne arterije (HMA) od pacijenata podvrgnutih elek-
tivnim intestinalnim operacijama. Iz izolovanog tkiva pripremljeni su segmenti HUA i HMA duZine
3-4 mm i postavljeni u komore kupatila. Viabilnost preparata je potvrdena kontrakcijom izazvanom
kalijum-hloridom (KCl-om) pri koncentraciji od 6 x 10-2 M. HUA su potom prekontrahovane sero-
toninom (10-10-10-4 M) a HMA fenilefrinom (10-8-10-4,5 M). Diazepam je kumulativno doziran
do postizanja Zeljenih koncentracija (10-8-10-4 M). Vazokonstrikcija arterija izazvana serotoninom
i fenilefrinom je izrazena procentualno u odnosu na maksimalnu KCl-om izazvanu kontrakciju a
vazorelaksacija arterija izazvana diazepamom kao procenat u odnosu na maksimalnu prekontrakciju.

Rezultati: Serotonin je izazvao koncentraciono-zavisnu vazokonstrikciju HUA, koja je pri kon-
centraciji od 10-4 M iznosila ~225% kontrakcije izazvane KCl-om. Fenilefrin je izazvao koncentraci-
ono-zavisnu vazokonstrikciju HMA, koja je pri koncentraciji od 10-4,5 M iznosila ~250% kontrakcije
izazvane KCl-om. Diazepam je kod oba tipa arterija izazvao koncentraciono-zavisnu vazorelaksaciju:
~96% za HUA i ~89% za HMA pri koncentraciji od 10-4 M.

Zakljucak: Rezultati pokazuju da diazepam izaziva snaznu, koncentraciono-zavisnu vazorelak-
saciju na izolovanim, prekontrahovanim humanim umbilikalnim i mezenteri¢nim arterijama, $to
potvrduje postojanje njegovog perifernog efekta.

Kljucne rijeci: diazepam, vazokonstrikcija, vazorelaksacija, humana umbilikalna arterija, humana
mezenteri¢na arterija, kupatilo za izolovana tkiva.

UVOD

Benzodiazepini su lijekovi koji primarno utic¢u na centralni nervni sistem (CNS) odno-
sno spadaju u grupu sedativa-hipnotika. Ovi lijekovi se u danasnje vrijeme nalaze u $irokoj
upotrebi a najc¢esce se koriste zbog svog dokazanog anksiolitickog, sedativnog, antikon-
vulzivnog i misi¢no-relaksantnog dejstva. Medu lijekovima ove grupe, diazepam je jedan
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od najduze kori$tenih i najvise proucavanih predstavnika. Diazepam, kao i ostali benzo-
diazepini, djeluju na CNS modulacijom GABA, receptora odnosno ovi lijekovi olaksavaju
i potenciraju GABA-inhibitornu neurohumoralnu transmisiju u CNS-u. Dokazano je da
se GABA sintetiSe u presinaptickom nervnom zavrsetku ¢ijom depolarizacijom dolazi
do egzocitoze iste te vezanja za postsinapticke receptore, aktivacijom receptora dolazi
do otvaranja hloridnih kanala, $to omogucava ulazak hloridnih jona i hiperpolarizaciju
membrane [1][2].

Iako su centralni efekti diazepama dobro poznati, sve veci broj studija ukazuje na
postojanje i perifernih efekata, ukljucujuci direktno djelovanje na vaskularni glatki misic¢,
koji nisu posredovani centralnim mehanizmima. Novija istrazivanja na izolovanim aor-
tama pacova i drugim modelima sugeri$u da diazepam moze indukovati CNS-nezavisnu
relaksaciju, potencijalno posredovanu preko vaskularnih GABA, receptora ili translokator
proteina (TSPO), $to upucuje na moguce direktne periferne mehanizme dejstva ovog
lijeka [3].

Do danas su radene mnoge studije, medutim efekti diazepama na ljudske periferne
krvne sudove jos uvijek nisu dovoljno istrazeni, posebno kada je rije¢ o efektima izvan
CNS-a odnosno direktnom djelovanju na glatki misi¢ arterija. U ovom eksperimentu su
koristene izolovane humane umbilikalne i mezenteri¢ne arterije koje su izabrane prven-
stveno zbog tehnicke pogodnosti za in vitro ispitivanja metodom kupatila za rad sa izolo-
vanim tkivima. Tako ovi vaskularni segmenti nemaju dokazano specifican klinicki znacaj
u kontekstu djelovanja diazepama, oni predstavljaju validan model pri pravilno kontro-
lisanim inkubacionim uslovima za ispitivanje CNS-nezavisnog vaskularnog odgovora
arterija [4].

Kupatilo za rad sa izolovanim tkivima je standardna eksperimentalna metoda za mjere-
nje vaskularne aktivnosti. Ova metoda je od posebnog znacaja i ima dugu istoriju upotrebe,
posebno u poljima fiziologije i farmakologije. Prvi put je primijenjena kao eksperimentalna
metoda od strane Rudolfa Magnusa 1904. godine, nakon toga intenzivnom upotrebom
iste Otto Loewi 1936. dobija Nobelovu nagradu za oblast fiziologije ili medicine. Iako se
ova metoda koristi vise od 100 godina, zbog svoje jednostavnosti i mogu¢nosti repro-
dukcije i danas ostaje nezamjenjiva kao in vitro metoda ispitivanja vaskularnog odgovora
arterijskih modela [5].

U ovom istrazivanju ispitani su efekti diazepama na tonus izolovanih humanih umbi-
likalnih i mezenteri¢nih arterija u in vitro uslovima, upotrebom standardne metode kupa-
tila za izolovana tkiva. Prije dodavanja diazepama, preparati arterija su prekontrahovani
razli¢itim agonistima: serotoninom (5-HT) za umbilikalne arterije, zbog njihove poznate
osjetljivosti na serotonergicku kontrakciju, te fenilefrinom, selektivnim a -adrenergickim
agonistom, za mezentericne arterije, $to predstavlja tipican model za ispitivanje vaskularne
reaktivnosti koriStenih tkiva [4].

Cilj istrazivanja je da se procijeni efekat diazepama na izolovanim humanim arterij-
skim preparatima, u ovom slucaju na segmentima umbilikalne i mezenteri¢ne arterije, te
da se ukaze na potencijalni direktni vazodilatatorni efekat koji ovaj benzodiazepin moze
imati izvan dobro poznatog dejstva na CNS. Rezultati ovog rada mogu imati znacaj u
razumijevanju periferne vaskularne aktivnosti diazepama, posebno u kontekstu trudnoce,
hirurske anestezije ali i svih stanja sa promjenama u sistemskom ili lokalnom vaskularnom
tonusu [6].

MATERIJAL I METODE

Humane umbilikalne arterije (HUA) su izolovane iz pupcane vrpce trudnica nakon
elektivno izvedenog carskog reza na Univerzitetskom klinickom centru Republike Srpske
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(Banja Luka, Bosna i Hercegovina). Eksperimentalni uzorci su izuzeti samo od zdravih
trudnica, ¢iji porod se desio izmedu 37. i 39. nedelje gestacije, i u najve¢em broju slucajeva
su bili duzine 10-15 cm. Segmenti pupcane vrpce su odmah nakon uzorkovanja stavljeni
u tamne boce sa ohladenim modifikovanim Krebs-bikarbonatnim rastvorom, uskladisteni
na temperaturi 0-4°C i upotrijebljeni za eksperimentalni ogled u roku 24 ¢asa.

Humane mezenteri¢ne arterije (HMA) su izolovane od pacijenata sa Klinike za opstu
i abdominalnu hirurgiju Univerzitetskog klinickog centra Republike Srpske (Banja Luka,
Bosna i Hercegovina). Uzorkovani su distalni segmenti gornje mezenteri¢ne arterije duzine
2-3 cm prilikom elektivnih operacija intestinalne resekcije ili rekonstrukcije. Arterijski
segmenti su odmah nakon uzorkovanja stavljeni u tamne boce sa ohladenim, modifikova-
nim Krebs-bikarbonatnim rastvorom, uskladisteni na temperaturi 0-4 °C i upotrijebljeni
za eksperimentalni ogled u roku od 24 ¢asa.

Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etickim principima Helsinske deklaracije Svjetske
medicinske asocijacije za medicinska istrazivanja na ljudima, ukljuc¢ujudi istrazivanja koja
koriste prepoznatljive ljudske materijale ili podatke. Prikupljanje i rukovanje sa uzorcima
je odobreno od strane Etickog odbora Univerzitetskog klini¢kog centra Republike Srpske
u Banjoj Luci (broj odobrenja: 01-19-515-2/20).

Krebs-bikarbonatni rastvor je koristen u toku eksperimenta za ishranu i inkubaciju
HUA i HMA preparata. Rastvor je pripremljen rastvaranjem hemijskih jedinjenja u desti-
lovanoj vodi do postizanja finalnih koncentracija: 118,3 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM
KH,PO,, 1,2 mM MgSO,, 25 mM NaHCO,, 2,5 mM CalCl2 i 11 mM glukoze. pH rastvora
je korigovana na vrijednost od 7,4 sa 1 M NaOH. Modifikovani Krebs-bikarbonatni rastvor
je koristen za transport, skladistenje i pri resekciji i ¢iS¢enju ispitivanih tkiva. U porede-
nju sa standardnim Krebs-bikarbonatnim rastvorom, modifikovani rastvor sadrzi nizu
koncentraciju jona kalcijuma (0,16 mM), jer je prethodno utvrdeno da vece koncentracije
kalcijuma mogu izazvati Celijsko o$tecenje te dovesti u pitanje viabilnost preparata.

Iz uzorka pupcanika je izdvojena arterija te oc¢is¢ena od Vartonove pihtije i vezivnog
tkiva a zatim isjecena na segmente duzine 3-4 mm. Takode, uzorak mezenteri¢ne arte-
rije je ociS¢en od vezivnog tkiva a zatim isjeCen na segmente duzine 3-4 mm. Segmenti
arterija su postavljeni izmedu dvije zicane kukice, potopljeni u komore kupatila za rad sa
izolovanim tkivima koje su napunjene sa 10 ml Krebs-bikarbonatnog rastvora koji je konti-
nuirano obogacen sa mjesavinom gasova od 95% kiseonika/5% ugljen-dioksida i odrzavan
na temperaturi od 37°C. Jedna od Zi¢anih kukica je pri tome povezana sa transducerom
(MDE, SN: 20K0910) koji je povezan sa pojacivacem (MDE, SN: 20K0912) za sistem za
snimanje (IsoSys, MDE Research, Budapest, Hungary). Druga zi¢ana kukica je povezana sa
nepomi¢nom jedinicom koja omogucava njezno podesavanje pasivne tenzije preparata.

Protokol je uklju¢ivao ukupno 8 individualno nezavisnih serija za procjenu kontrak-
tilnosti HUA serotoninom i 5 individualno nezavisnih serija za procjenu dejstva diaze-
pama na prekontrahovane segmente HUA. Testiranje vazokonstriktornog odgovora HMA
fenilefrinom je vr$eno u 9 individualno nezavisnih serija a procjena dejstva diazepama na
prekontrahovane segmente HMA je testirana u 3 individualno nezavisne serije.

Prije pocetka protokola, HUA i HMA su ostavljene 30 minuta da se prilagode uslovima
u kupatilu, nakon cega su postepeno dovedene u pasivnu tenziju od 2 g u vremenskom
periodu inkubacije od 60 minuta. Tokom perioda inkubacije, svakih 10 minuta je mijenjan
Krebs-bikarbonatni rastvor i svaki preparat je u tom periodu proveden kroz dvije probe
kontrakcije sa kalijum-hloridom (KCl-om) u koncentraciji od 6 x 10 M. Probe KCl-om,
osim §to su test vazoreaktivnosti odnosno viabilnosti preparata, sluze i kao referentna
vrijednost za poredenje ja¢ine vazokonstrikcije izmedu KCl-a i serotonina u slu¢aju umbi-
likalnih, odnosno KCl-a i fenilefrina u slu¢aju mezenteri¢nih arterija.

Vazokonstriktorni potencijal HUA je procijenjen upotrebom serotonina koncentracije 1
umol/L (5-HT; ¢istoce > 98%) a HMA fenilefrina 1 umol/L (PE; ¢istoce = 99%). Nakon $to
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su preparati dostigli plato kontrakcije, u komoru kupatila je postepeno doziran diazepam
(Cistoc¢e = 99%) u svrhu postizanja koncentracija od 0,001 do 100 umol/L.

Efikasnost vazokonstrikcije je izrazena u procentima u odnosu na referentne KCl-om
indukovane kontrakcije pri probama viabilnosti preparata, dok je efikasnost vazore-
laksacije izrazena kao procenat u odnosu na maksimalnu serotoninsku i fenilefrinsku
prekontrakciju.

REZULTATI

Vaskularni odgovor HUA na serotonin i diazepam

Vazokonstriktorni odgovor preparata HUA na serotonin je testiran u 8 individualno
nezavisnih serija (n = 8) i pokazao je koncentraciono-zavisnu vazoaktivnost, §to vidimo
u Grafikonu 1. Dejstvo serotonina na tonus arterija je izrazeno kao procenat u odnosu na
maksimalno dostignutu kontrakciju pri probama viabilnosti preparata kalijum-hloridom.
Serotonin je izazvao zanemarljivu (< 1%) vazokonstrikciju pri koncentraciji manjoj od
10® M, ali pri dostizanju ve¢ih koncentracija serotonina u komorama kupatila, poste-
peno dolazi do snaznije kontrakcije ¢iji se vrhunac postize (~225% KCl odgovora) pri
koncentraciji od 10 M, koja se odrzava i pri sljedecoj logaritamskoj koncentraciji od 10
M serotonina.
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Grafikon 1. Kumulativna logaritamska koncentraciono-zavisna kriva dejstva serotonina
na izolovane HUA metodom kupatila za izolovana tkiva. Vrijednost vaskularne reakcije
(kontrakcije) arterija je predstavljena kao aritmeticka sredina u procentima (%) pojedina¢nih
serija (n = 8) a izrazena u odnosu na maksimalnu kontrakciju izazvanu probom viabilnosti
preparata KCl-om.
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Vaskularni odgovor serotoninom prekontrahovane HUA nakon dodavanja diaze-
pama do postizanja koncentracija od 10®* M do 10* M je prikazan u Grafikonu 2. Dejstvo
diazepama je ukupno ispitano u 5 individualno nezavisnih serija (n = 5), a izrazeno je
kao procenat vazoaktivnosti u odnosu na maksimalnu vrijednost kontrakcije preparata
HUA serotoninom (postignutoj pri koncentraciji serotonina od 10°/10* M). Preparat je
pri nizim koncentracijama diazepama (10#-10°M) pokazao minimalnu reakciju. Prvu
znacajniju reakciju diazepam postize pri koncentraciji od 10° M, kada izaziva umjerenu
vazorelaksaciju (~34%) a pri najvecoj dostignutoj koncentraciji diazepama od 10* M
dovodi do snazne vazorelaksacije (~96%) u odnosu na maksimalno izazvanu kontrakciju
HUA serotoninom.
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Grafikon 2. Kumulativna logaritamska koncentraciono-zavisna kriva dejstva diazepama na
HUA prekontrahovane serotoninom (pri maksimalnoj koncentraciji od 10-4 M). Vrijednost
vaskularne reakcije (relaksacije) arterija je predstavljena kao aritmeticka sredina u procentima
(%) pojedinacnih serija (n = 5) a izraZena je u odnosu na maksimalnu kontrakciju preparata
serotoninom.

Vaskularni odgovor HMA na fenilefrin i diazepam

Vazokonstriktorni odgovor preparata HMA na fenilefrin je testiran u 9 individualno
nezavisnih serija (n = 9) i pokazao je koncentraciono-zavisnu vazoaktivnost, $to vidimo
u Grafikonu 3. Dejstvo fenilefrina na tonus arterija je izraZeno kao procenat u odnosu na
maksimalno dostignutu kontrakciju pri probama viabilnosti preparata KCl-om. Fenilefrin
je izazvao slabu (< 1%) vazokonstrikciju pri koncentraciji od 10* M, dok je pri koncen-
traciji od 107 M zabiljezena umjerena kontrakcija (~7%). Pove¢anjem koncentracije feni-
lefrina u komorama kupatila vazokonstriktorni odgovor je progresivno rastao, dostizuci
~250% kontrakcije izazvane KCl-om pri koncentraciji fenilefrina od 10*° M.
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Grafikon 3. Kumulativna logaritamska koncentraciono-zavisna kriva dejstva fenilefrina
na izolovane HMA metodom kupatila za izolovana tkiva. Vrijednost vaskularne reakcije
(kontrakcije) arterija je predstavljena kao aritmeticka sredina u procentima (%) pojedina¢nih
serija (n = 9) a izrazena u odnosu na maksimalnu kontrakciju izazvanu probom viabilnosti
preparata KCl-om.

Vaskularni odgovor fenilefrinom prekontrahovane HMA nakon dodavanja diaze-
pama do postizanja koncentracija od 10® M do 10* M je prikazan u Grafikonu 4. Dejstvo
diazepama je ukupno ispitano u 3 individualno nezavisne serije (n = 3) a izrazeno je kao
procenat vazoaktivnosti u odnosu na maksimalnu vrijednost kontrakcije preparata HMA
fenilefrinom (postignutoj pri koncentraciji fenilefrina od 10** M). Diazepam je izazvao
umjerenu vazorelaksaciju preparata (~12%) pri koncentraciji od 10 M, koja postepeno
postaje snaznija a pri najvecoj dostignutoj koncentraciji diazepama od 10* M preparat
pokazuje snaznu vazorelaksaciju (~89%) u odnosu na maksimalnu vazokonstrikciju HMA
pri prekontrakciji fenilefrinom.
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Grafikon 4. Kumulativna logaritamska koncentraciono-zavisna kriva dejstva diazepama na
HMA prekontrahovane fenilefrinom (pri maksimalnoj koncentraciji od 10-4,5 M). Vrijednost
vaskularne reakcije (relaksacije) arterija je predstavljena kao aritmeticka sredina u procentima

(%) pojedinacnih serija (n = 3) a izraZena je u odnosu na maksimalnu kontrakciju preparata
fenilefrinom.

DISKUSIJA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da diazepam izaziva izrazenu, koncentraciono-za-
visnu vazorelaksaciju na izolovanim humanim umbilikalnim i mezenteri¢nim arterijama,
prethodno kontrahovanim serotoninom odnosno fenilefrinom. Ovi rezultati se poklapaju
sa rezultatima prethodnih eksperimentalnih studija koje dokazuju da benzodiazepini, osim
centralnih, posjeduju i odredene periferne efekte [3][7].

U ranijem eksperimentalnom istrazivanju vazodilatatornog dejstva benzodiazepina
na humanim umbilikalnim arterijama i venama, rezultati su dokazali da diazepam i klo-
nazepam izazivaju ~70% vazorelaksacije pri koncentraciji od 10* M [6]. Sli¢no tome,
eksperimenti na arterijama pasa su dokazali da diazepam izaziva vazorelaksaciju ovih
krvnih sudova ali je ona varirala od ~40% do ~60% u zavisnosti od arterijskog segmenta
i vrste prekontrakcijskog agonista [7]. Novija istrazivanja na torakalnoj arteriji pacova
dokazuju da pozitivni alosteri¢ni modulatori GABA | receptora dovode do vazorelaksacije
> 50-80% pri koncentracijama od 10* M, $to je u skladu sa koncentraciono-zavisnim efek-
tom dobijenim i u ovom istrazivanju [3]. Pored eksperimentalnih in vitro studija, nekoliko
klinickih studija je dokazalo da primjena diazepama dovodi do snizavanja arterijskog
pritiska i smanjenja periferne vaskularne rezistencije, $to indirektno potvrduje postojanje
perifernog vazodilatatornog efekta diazepama i in vivo [8][9][10].

Dosadasnje studije su dovele do zakljucka da diazepam izaziva direktnu relaksaciju
perifernih krvnih sudova putem nekoliko pretpostavljenih mehanizama: interakcijom
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diazepama sa vaskularnim GABA  receptorima, aktivacijom translokatornog proteina
(TSPO) smjestenog u mitohondrijama glatkih misica, kao i potencijalnim endotelijum-za-
visnim mehanizmima oslobadanja azot-oksida (NO) i prostaciklina [2][3][8]. Rezultati
ove studije dodatno potvrduju postojanje perifernog mehanizma djelovanja diazepama,
koji nije posredovan centralnim nervnim sistemom, odnosno dejstva izrazito slabijeg ali
sli¢nog kalcijumskim antagonistima i vazodilatatorima [9][10].

U ovom istrazivanju je zabiljezen snazniji vazodilatatorni odgovor na umbilikalnim
arterijama (~96%) u poredenju sa mezenteri¢nim arterijama (~89%) pri istoj koncentraciji
diazepama od 10* M. Razlika moze biti posljedica specificne reaktivnosti vaskularnih
segmenata na upotrijebljene supstance pri prekontrakciji preparata (serotonin/fenilefrin),
endotelijumskih faktora relaksacije. Rezultati ove studije se mogu posmatrati kao izolovano
dejstvo diazepama na umbilikalnu odnosno mezenteri¢nu cirkulaciju, ali se mogu uzeti i
kao primjer za dejstvo diazepama na sistemsku vaskularnu rezistenciju zbog gotovo iste
vazoaktivnosti ova dva modela na primijenjeni protokol.

Sveukupno posmatrano, dobijeni rezultati ove i prethodnih studija ukazuju na to da
diazepam ima koncentraciono-zavisan periferni vazodilatatorni efekat. Stepen izazvane
vazodilatacije u ovoj i prethodno navedenim studijama varira izmedu ~40% i ~95%. Vari-
jacije u stepenu vazodilatacije raznih in vitro modela zavise od vise metodoloskih faktora,
ukljucujudi vrstu i porijeklo uzorka (humani ili zivotinjski model), tip krvnog suda, kao i
agonistu koji je koristen za izazivanje prekontrakcije arterijskih krvnih sudova [3][6][7].
Razlike u stepenu vazodilatacije koju diazepam izaziva na HUA, HMA ali i druge arterije
prethodnih studija nam sugerisu da periferni efekat diazepama nije uniforman ve¢ zavisi
od specifi¢ne interakcije izmedu farmakoloskog agensa, vrste krvnog suda i njegovog
receptorskog profila.

Ipak, potrebno je naglasiti odredena ogranicenja ovog istrazivanja. Eksperimenti su
izvedeni in vitro, §to ne odrazava u potpunosti sloZzenost interakcija u ljudskom orga-
nizmu, gdje su prisutni hormonski, metabolicki i neurohumoralni regulacioni mehanizmi.
Takode, broj uzoraka je relativno ogranicen, pa je za potvrdu nalaza potrebna veca serija
eksperimenata. U obzir treba uzeti i to da standardne doze diazepama 5-10 mg u klini¢-
kim studijama, iako izazivaju mjerljiv pad arterijskog pritiska, svoje dejstvo vjerovatno
ispoljavaju putem centralnih mehanizama [8].

Klinicki znacaj ovog istrazivanja ogleda se u tome §to ono potvrduje da diazepam,
pored centralnih, moze ispoljiti i direktne periferne efekte na krvne sudove. Iako se smatra
da danas standardne anksioliticke i sedativne doze koje se koriste u praksi vjerovatno ne
dostizu koncentracije dovoljne da izazovu izrazenu direktnu vazodilataciju u perifernim
arterijama, u odredenim klini¢kim situacijama mogu se primijeniti i znatno vece doze (od
preko 50 mg intravenski u anesteziologiji, intenzivnoj njezi, terapiji epileptickog statusa
ili kardioverziji) koje bi potencijalno mogle izazvati periferne efekte [7].

ZAKLJUCAK

Ovom studijom je potvrdena koncentraciono-zavisna vazodilatacija na izolovanim
humanim umbilikalnim i mezenteri¢nim arterijama prekontrahovanim serotoninom
odnosno fenilefrinom. Ovaj nalaz potvrduje da diazepam, pored dobro poznatih centralnih
mehanizama, posjeduje i periferni mehanizam vazorelaksacije arterijskih krvnih sudova.

Dobijeni rezultati mogu biti korisni za planiranje buducih in vitro studija, kako u
pogledu boljeg razumijevanja farmakologkih osobina diazepama, tako i u pogledu
otkrivanja mogucih terapijskih protokola koji uklju¢uju novostecena saznanja.
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Introduction: Benzodiazepines, primarily known for their central effects, are increasingly associ-
ated with direct effects on peripheral vascular tone. Although experimental studies on animal models
have demonstrated that diazepam can induce CNS-independent vasorelaxation, data regarding its
effects on human blood vessels remain limited.

Aim: The purpose of this study was to examine the influence of diazepam on the tone of the
human umbilical and mesenteric arteries.

Materials and Methods: The primary method for assessing vascular responses was the use of an
organ bath system for isolated tissue experiments. Human umbilical arteries (HUA) were obtained
from healthy women undergoing elective cesarean section, while human mesenteric arteries (HMA)
were collected from patients undergoing elective intestinal surgery. Arterial segments 3-4 mm in
length were prepared and mounted in the organ bath chambers. Viability was confirmed using potas-
sium chloride at a concentration of 6x10-2 M. HUA were precontracted with serotonin (10-10-10-4
M) and HMA with phenylephrine (10-8-10-4,5 M). Diazepam was added cumulatively (10-8-10-4
M). Arterial contraction was expressed as a percentage of the maximal KCl-induced contraction, and
relaxation as a percentage of the maximal precontraction.

Results: Serotonin induced a concentration-dependent vasoconstriction in HUA, which, at a con-
centration of 10-4 M, amounted to ~225% of the KCl-induced contraction. Phenylephrine induced a
concentration-dependent vasoconstriction in HMA, which, at a concentration of 10-4,5 M, amounted
to ~250% of the KCl-induced contraction. Diazepam produced concentration-dependent vasorelax-
ation in both artery types: ~96% in HUA and ~89% in HMA at 10-4 M.

Conclusion: These findings demonstrate that diazepam induces strong, concentration-dependent
vasorelaxation in isolated, precontracted human umbilical and mesenteric arteries, confirming the
existence of its peripheral effect.

Keywords: diazepam; vasoconstriction; vasorelaxation; human umbilical artery; human mesen-
teric artery; organ bath
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