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Izole Sican Kalbinin Iskemi ve Reperfiizyon Modelinde
Humik Kokenli Maddelerin Kardiyoprotektif Etkisinde NO
Sentazin Rolu TV Lasukova1,2, MV Zykova3 , MV Belousov3

LA Logvinova3, and AM Dygai4

,AS Gorbunovz,

Byulleten ' Eksperimental'noi Biologii i Meditsiny, Vol. 166, hayir. 11, s. 537-540, Kasim 2018

Hamik kékenli yaksek molekuler agirlikl bilesiklere dayanan standardize edilmis aktif dogal maddenin
kardiyoprotektif ve inotropik etkileri, global iskemi (40 dakika) ve izole perfiize edilmis sican kalbinin
reperflizyonu modelinde incelenmistir. iskemi/reperfiizyon modellemesinden énce test maddesinin

(0.1 mg/ml) 6nleyici uygulamasi, kardiyomiyositlerin reperfiizyon kontraktlrini ve nekrotik 6limuanu
azaltti ve miyokardiyal kontraktilitenin iyilesmesini destekledi. NO sentazin L-NAME (100 uM) ile bloke
edilmesi, test maddesinin yukaridaki etkilerini ortadan kaldirdi. NO sentazin, test edilen dogal maddenin
kardiyoprotektif ve inotropik etkilerinin gelismesinde 6nemli bir rol oynadigi varsayilmistir.

Anahtar Kelimeler: etkin madde; kalp; iskemi; reperfliizyon; sentaz YOK

iskemik ve reperfiizyon yaralanmalarina karsi kalp direncini
artiran yeni ilaglarin arastiriimasi, modern tibbin acil bir
sorunu olmaya devam etmektedir. Su anda, potansiyel
olarak dusuk toksisite ile karakterize edilen dogal kaynakh
ilaglarin kardiyoprotektif 6zellikleri yogun bir sekilde
incelenmektedir. Himik bilesiklerin farmakolojik etkileri: bir
iltihap onleyici, bagisiklik uyarici, hepatoprotektif,
antioksidan, antihipoksik iyi belgelenmistir [1,15].

Son zamanlarda humik asitlerin (HA) beyin néronlari ve
nefronlarinin iskemi ve reperflizyona karsi direncini arttirdigi
[6,11] ve oksidatif stres kosullari altinda kardiyomiyositlerin
zarar goérmesini 6nledigi gosterilmistir [9]. Bu gercekler,
HA'nin sergileyebilecegini distindirmektedir.
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kardiyoprotektif aktivite. HA'nin farmakolojik etkilerinin
mekanizmalari genellikle, endotelyal NO sentazin [10] HA
kaynakli aktivasyonuna ve NO Uretiminin uyariimasina [5]
atfedilir. Bu, bu bilesiklerin miyokard etkilerine, NO sentazin
aktivasyonu ile iligkili bir sinyal mekanizmasi araciligiyla
aracihk edildigini disundurur.

Yiksek molekuler agirlikh humik bilesiklere ve bunlarin
gerceklestiriimesine iliskin olasi mekanizmalara dayanan
standartlastirilmis dogal kaynakl aktif maddenin (ASNO)
kalp koruyucu aktivitesini inceledik.

MALZEMELER VE YONTEMLER

Tomsk bdlgesinin Tagan yatagindan ova odunsu tip turbanin

HA'sina dayali ASNO'nun ekstraksiyonu ve standardizasyonu
daha 6nce aciklandigi gibi gerceklestirildi [15]. Yontemler,
kizilotesi spektroskopi (FSM 1201, IK-Fourier spektrometre,
In fraspek), geri titrasyon analizi (asit fonksiyonu icerigi)
sonuclarina dayanmaktadir.
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temel gruplar), element analizi (C,H,N-analyzer Carlo Erba
Strumentazione 1106) ve adsorpsiyon spektroskopisi (Unico
2800 spektrofotometre).

ASNO'nun miyokardiyal etkileri, 250-300 g agirhgindaki
erkek Wistar sicanlari Gzerinde incelenmistir. Hayvanlar,
Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglarla Kullanilan Omurgali
Hayvanlarin Korunmasina Iliskin Avrupa Sézlesmesine
(Strasburg, 1986) gore tutuldu. Tam agril islemler eter
narkozu altinda yapildi. Eter narkozu altinda torakotomi
sonrasi kalp ¢ikarildi ve sogukta (40C ) tutuklandi.

Krebs—Henseleit ¢c6zimu. Kalbin retrograd Langendorff
perfizyonu, %95'lik bir karigimla doyurulmus Krebs—
Henseleit solUsyonu ile gerceklestirildi.

02 ve %5 CO2 (371 0,50 C) (pH 7,5). Kalp kontraktilite
parametrelerini kaydetmek icin sol ventrikile damitiimig su
ile doldurulmus lateks balonlu bir kateter yerlestirildi;
balondaki su hacmi, 10-15 mm Hg'lik bir diyastol sonu
basinci (EDP) olusturmak icin yeterliydi. Kalbin pompalama
fonksiyonunun parametreleri, balona bagh bir SS13L basing
transduseri (Biopac System Inc.) kullanilarak izovolimik
rejimde 6l¢lldu. Sol ventrikul basincindaki degisiklikler,
elektrofizyolojik calismalar icin bir MP35 cihazi (Biopac
System Inc.) kullanilarak kaydedildi. Daha 6nce aciklandigi
gibi standardize edilmis ve Krebs solisyonunda (0,1 mg/ml)
¢6zunmus ASNO'nun miyokardiyal kasilma kuvveti, EDP
(mm Hg) Uzerindeki etkilerini analiz ettik. Bu konsantrasyon
in vitro caligmalarin 6n taramasi sonucunda secilmistir [3].

Normoksik perflizyon kosullarina 20 dakikalik adaptasyondan

sonra, kalpler 10 dakika boyunca belirtilen konsantrasyonda
ASNO iceren Krebs-Henseleit solisyonu ile perfiize edildi ve
ardindan 45 dakikalik global iskemiye ve ardindan 30
dakikalik reperflizyona tabi tutuldu. Kontraktil kuvvet,
sistolik ve diyastolik basing¢lar arasindaki fark olarak
hesaplanan sol ventrikuler gelismis basing (mm Hg) ile
degerlendirildi. Kiresel normotermik iskemi, perflizyonun
45 dakika sureyle durdurulmasiyla modellendi; reperflizyon
suresi 30 dakikaydi. Kardiyomiyositlerdeki geri donisimsuz
hasar, reperfuizyon sirasinda perflizyon soliisyonunda
kreatin fosfokinaz 6l¢llerek degerlendirildi. Bu enzimin
aktivitesi, standart ticari kitler (Biocon) kullanilarak X=340'ta
bir Smart Spec Plus spektrofotometre (Bio-Rad) Gizerinde
Olculmustur. Sonuglar, 30 dakikalik reperfiizyon (U/g)
boyunca 1 g islak doku basina enzim aktivite birimleri (U,
pmol NADH/dK) cinsinden ifade edildi.

Kontraktilite parametreleri, perfizyon kosullarina 20
dakikalik adaptasyondan sonra, ASNO iceren Krebs
soltsyonu ile fuzyon basina 10. dakikada ve ardindan 5, 15
ve 30. reperfuzyon dakikalarinda belirlendi. Ayni sekilde
ASNO icermeyen Krebs soltsyonu ile perfuize edilen izole
sican kalpleri sema kontroller olarak gérev yapti.

NO sentaz bloker L-NAME perflizyon solisyonuna
100x10-3 nihai konsantrasyonda eklendi.
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ASNO'nun miyokardiyal etkilerinin gerceklestirilmesinde bu
enzimin roltnun degerlendirilmesi icin mM [7].

Veriler, Statis tica 6.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel
olarak islendi. Gruplar arasi farkhliklar, parametrik olmayan
Mann-Whitney U testi kullanilarak analiz edildi. Sonuclar
M=SEM olarak sunulmustur . Farkhliklar p<0.05'te anlamliydi.

SONUCLAR

Turba HA etiyolojik olarak deterministik polimorfik yapilar
oldugundan, turba HA'dan tiretilen ASNO'nun biyolojik
aktivite analizinin gavenilir ve tekrarlanabilir sonuglarinin
elde edilmesi icin bir dizi parametre ile 6n standardizasyon
gerceklestirilmistir [15].

Ardindan, standardize edilmis ASNO'nun kalp
kontraktilite parametreleri Gzerindeki etkilerini ve izole
kalbin iskemi/reperflizyon modeli Gzerindeki kardiyoprotektif
6zelliklerini analiz ettik. ASNO'nun énleyici uygulamasi,
kontrole kiyasla reper flizyon sirasinda kalbin inotropik
fonksiyonunun daha etkili bir sekilde iyilesmesini destekledi
(Tablo 1). Postiskemik dénemde, deney serilerindeki kalp
kasilma kuvveti karsilik gelen kontrol degerlerini ~1,5 kat
asarken, postiskemik kontraktir daha az belirgindi, bu da
EDP'de %30 oraninda gUvenilir bir diststen goéruldu (Tablo
1). ASNO'nun sitoprotektif etkisi de deneyler sirasinda
ortaya cikt. incelenen bilesiklerin kardiyoprotektif etkisi,
reperfluzyon sirasinda kreatin fosfokinaz saliniminda
guvenilir bir dususle kendini gdsterdi: kontrolde 51.1+3.4 U/
g'den deney serisinde 42.3+3.2 U/g'ye (p<0.05).

Bunun is1ginda, ASNO'nun g6zlemlenen etkilerinin
olasi mekanizmasi hakkinda bir soru ortaya c¢ikiyor.
Endotelyal NO sentazin aktivasyonu ve HA'nin [5,10] etkisi
altinda NO Uretiminin uyarilmasi hakkinda yayinlanmis
verileri dikkate alarak, bu sinyal mekanizmasinin ASNO'nun
miyokardiyal etkilerinin uygulanmasinda rol oynadigini
varsaydik. L-NAME ile NO sentaz blokaji kosullarinda
ASNO'nun kalp koruyucu etkisi gézlenmedi ¢iinkd bu
serideki kreatin kinaz salinimi kontrolden farkli degildi
(49.7+4.1 U/g; p>0.05). Bu nedenle, kardiyomiyositlerin
azalmis nekrotik 6lumu, bu bilesikler tarafindan NO sentaz
sinyalinin aktivasyonunun bir sonucu olabilir. Elde edilen
sonuglar NO'nun kalp iskemisindeki olumlu roltne iliskin
verileri dolayli olarak kanitlamaktadir [8,12].

NO donorunun kalbi koruyucu etkisi daha 6nce bdlgesel
iskemi ve reperflizyon modelinde gosterilmisti [8,12];
miyokard nekrozunun boyutunda bir azalma ile kendini
gOsterdi [12].

ASNO'nun inotropik etkilerinin uygulanmasinda NO
sentazin rolunu degerlendirirken, miyokardiyal kontraktilite
parametrelerinde degisiklikler oldugunu bulduk.
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TABLO 1. NO sentaz Bloker L-NAME (100 uM) ve ASNO'nun (0,1 mg/ml) izole Kalbin Sol Ventrikiiler Gelistirilmis Basinci ve EDP'si Uzerindeki Etkisi

Parametre Kontrol (n=14) ESEK (n=14) goit;s,;l L-AD
Sol ventrikil gelismis basing, mm Hg
perfiizyon 10 dk 91.045.8 93.0£3.2 90,9+6,1 92.0£2.2
20 Dakika 90,9+4,0 70,8+4,0* 90,846,9 87.0£5.2
reperfiizyon 5 dakika 10,3+2,7+ 37,4+11,0%%+ 12,2+4,4+ 10,243,0+
15 dakika 18,5+2,4+ 45,3+9,0%*+ 19,543,8+ 16,5+2,4+
30dk 25,743,0+ 37,744,2%+ 28,443,5+ 20,743,0+
EDP, mm Hg
perfiizyon 10 dk 15,6+0,3 15,320,3 14.0£0.3 15,7+0,6
20 Dakika 13,6+0,2 12,4+0,5* 13,4£0,9 14,7+0,8
reperfiizyon 5 dakika 79,247,1+ 65,8+1,4%*+ 77,043,6+ 79,043,6+
15 dakika 75,845,4+ 60,0+£7,1%*+ 74,0+6,3+ 76,0+6,6+
30dk 64,0+8,2+ 59,8+4,5+ 62,9+8,0+ 65,9+5,0+

Not. *p<0,05, kontrol ile karsilastirildiginda; Baslangi¢ degerleri ile karsilastirildiginda +p<0,001.

L-NAME blokajinin arka planina karsi, deney boyunca
kontroldekilere benzerdi (Tablo 1). NO sentaz bloker
uygulamasi kontraksiyon kuvvetini ve diyastol sonu
basincini etkilemedi (Tablo 1). Bu nedenle, ASNO'nun
miyokardiyal kontraktilite Gzerindeki etkisine de bu sinyal
yolu aracilik eder.

Deneysel verilerimize ve yayinlanmis raporlarimiza
dayanarak, ASNO'nun tanimlanan etkilerinin mekanizmasini
aciklayan bir hipotez éne surulda. Kalbin pompalama
fonksiyonunun baskilanmasi, reperflizyon sirasinda
EDP'deki artisin buytk 6l¢tide kardiyomiyositlerin asir
Ca2+ yuklenmesi ile belirlendigi bilinmektedir [4]. Ca2+
'daki artis, Ca2 +'ye baglh fosfolipaz aktive ederek
kardiyomiyositlerde membran hasarina neden olur [4,13].
Yukaridaki fenomeni de kaydettik ve bu nedenle
deneylerimizde asiri Ca2+-yukunuan de gézlemlendigini
varsaydik. ASNO uygulamasini, kardiyomiyosit
miyoplazmasindaki [Ca2+]I'deki postishemik azalmaya
bagli olabilecek reperflizyon kontraktlriiniin 6nemli
6lcude zayiflamasi, kontraktilitenin etkili bir sekilde geri
kazanilmasi ve antinekrotik etki izledi. Varsayimimiz, ASNO
etkilerinin uygulanmasinda NO sentaz sinyal sisteminin
kilit rolG hakkinda elde edilen verilerle dogrulandi. Bir
kontraktilite modulatoru olarak NO'nun rolinun, L-tipi
Ca2+ kanallarindan Ca2+ girisindeki bir azalma yoluyla
cGMP'ye bagl bir mekanizmanin aracilik ettigi negatif bir
inotropik etkinin gelistiriimesinden olustugu bilinmektedir
[2,14]. Bu nedenle, test maddesinin perfuzyon ¢dzeltisine
uygulanmasindan sonra kasilma kuvveti ve EDP'deki
azalma, kalsiyumun perflizyon ¢ozeltisine girisinin
bastirilmasiyla belirlenebilir.

kardiyomiyosit miyoplazmasi (Tablo 1). Bu sonugta, iskemi
ve reperflizyon sirasinda kardiyomiyositlerin Ca2+ asiri
yuklenmesinde énemli bir azalmaya katkida bulunmustur .

Bu nedenle, ASNO'nun 6nleyici uygulamasi,
reperfuzyon kontrakturinun zayiflamasi ve kontraktilitenin
daha tam bir iyilesmesi ile karakterize edilen iskemi/
reperflizyona karsi kalp direncini iyilestirmistir.
ASNO'nun 6n uygulamasi, kardiyomiyositlerin postiskemik
ytkiminin daha dusik yogunlugunu ifade eden bir kardiyo
koruyucu etki tretti. ASNO'nun miyokardiyal etkileri, NO
sentazin aktivasyonu ile iligkili bir sinyal mekanizmasi ile
gerceklestirilir.

Calisma, Devlet Gorevi No. AAAA-A17-117032210074-6
ve AAAA-A15-115120910024-0.
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