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FARMAKOLOJI VE TOKSIKOLOJI

HUmik Doganin YUksek Molekuler Agirlikli Bilesiklerinin

Kardiyovaskuler Etkileri MV Zykova1 , LA Logvinova1,
MV Belousov1, TV Lasukova2,3, AS Gorbunov3,

ve AM Dygai4
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makale 20 Haziran 2016'da gonderildi

Turba himik maddelerinden ekstrakte edilen aktif bilesen, UV ve IR spektroskopisi, titrasyon ve elemental
(C, H, N) analizi ile degerlendirilen fizikokimyasal parametrelerle karakterize edildi. Bu bilesenin
kardiyovaskuler etkileri, izole edilmis Langendorff ile perfiize edilmis sican kalbi Gzerinde incelenmistir.
0,01-0,1 mg/ml konsantrasyon araliginda aktif maddenin damar genisletici etki yaptigi; ayrica diyastol
sonu ve sol ventrikulde gelisen basinglari azaltmistir.

Anahtar Kelimeler: humik asitler; turba; kalp; kardiyovaskuler etkiler

Humik maddeler (H2S), antihipoksik, antienflamatuar icin
tescilli ilaglari tasarlamak icin kullaniimis olan genis bir
biyolojik aktivite spektrumuna [1-3,7,8,11,12] sahip yUksek
molekuler dogal ajanlara aittir. , insanlarda (Humisol, Humivit,
Torfotum, vb.) ve hayvanlarda (Hydrohumate, Oxyhumate,
Bioeffect DV-1, vb.) immuUnomodulator ve antiviral
farmakoterapi.

Humik maddelerin yuksek biyolojik aktivitesi, biyolojik
zarlar icin belirgin afiniteleri, iyonik tasinmadaki imalari ve
enzim aktivitesi Gzerindeki modulator etkileri ile iliskilidir [11].
Humik maddelerin sitoprotektif ve adaptojenik 6zellikleri
Uzerine yapilan kapsamli arastirmalara ragmen [1,2], bu
maddelerin kardiyovaskuler sistem Uzerindeki etkisine dair
neredeyse hicbir veri yoktur. Himik maddelerin biyolojik
aktivitesi ile molekdler yapilari arasindaki etkilesimin analizi,
fonksiyonel gruplarin yapisinda nitrojen atomlarmin varhginin
oldugunu gostermektedir.

1Sibirya Devlet Tip Universitesi, Rusya Federasyonu Saglik Bakanligi; 2Tomsk
Devlet Pedagoji Universitesi, Bilim ve Egitim Bakanlgi; 3Kardiyoloji Aragtirma
EnstitlsU, 4E. D. Goldberg Farmakoloji ve Rejeneratif Tip Arastirma EnstitUsd,

Tomsk Ulusal Arastirma Tip Merkezi, Rusya Bilimler Akademisi, Tomsk, Rusya.

Yazisma adresi: gmv2@rambler.ru.

MV Zikova

ve H2S molekdillerinin ¢ekirdegi, bu maddelerin ylksek

aktivitesinin altinda yatan temel sebeplerden biridir.

Bu paradigmada, hiimik maddeler NO vericisi rolinu

oynayabilir ve dogrudan kardiyotropik etkiler Uretebilir.
Humik maddeler etiyolojik olarak belirlenmis polimorfik

yapilardir, bu nedenle dogal kaynakli potansiyel olarak aktif

farmasotik bilesenleri (API), bireysel 6zelliklerini karakterize

etmek ve modern gerekliliklere uygun dogru sonuglari elde
etmek icin bir dizi parametre ile standartlastiriimalidir [4].

Amacimiz kardiyovaskuler etkileri incelemekti.

turba HS'den cikarilan standartlastiriimis bir API'nin.

MALZEMELER VE YONTEMLER

API ekstraksiyonu icin ¢ temsili HS kaynagi secildi: yayla cam-
pamuk ¢im turba, Buytk Vasyugan Batakligi'ndan orta odun-
saz turba ve Tagan yatagindan (Tomsk Bolgesi) ova odun-¢im
turba. API ekstraksiyonu ve standardizasyonu rutin ydntemlere
[4] gbre 1) bir Fourier dontisumu kizildtesi spektrometre
FSM-1201 (Infraspek, Rusya) ile gerceklestirilen kizilotesi (IR)
spektroskopi; 2) UNICO 2800 ile UV spektroskopisi
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spektrofotometre; 3) asit fonksiyonel gruplari icin tahlil
yapmak Uzere geri titrasyon; 4) bir CHN Analyzer 1106 (Carlo
Erba Strumentazione) ile gerceklestirilen yanma yéntemine
dayali elemental analiz, numunenin toplam kitlesi ile
Ozetlenmis C, H ve N kutlesi arasindaki fark olarak oksijen
miktarini da verir.

API'nin biyolojik aktivitesi, eter anestezisi altinda Wistar
sicanlarindan (vicut agirlidgi 250-300 g) izole edilen kalplerde
incelenmistir. Torakotomiden sonra kalp ¢ikarildi ve spontan
kasilmalar bitene kadar soguk (40C) Krebs—Henseleit
sollisyonuna yerlestirildi. izole edilen kalbe acik kontur
Langendorff yéntemine gére 52 mm Hg sabit basing altinda
oksijenli Krebs-Henseleit soltisyonu (%95 02 /%5 CO2 ; pH
7.5, 37.0£0.50 C) perfiize edildi. Kardiyak kasilma aktivitesinin
parametreleri, bir MP35 Veri Toplama Sistemi (Biopac
Sistemi) ile belirlendi. Calisma, 0.001, 0.01 ve 0.1 mg/ml
konsantrasyonlarinda perfizyon solisyonunda ¢6ziinen
API'nin kasilma kuvveti, diyastol sonu basinci (EDP, mm Hg)
ve koroner akis hizi (CFR) tzerindeki etkilerini degerlendirdi.
Kardiyak kasilma kuvveti, sistolik ve diyastolik KB arasindaki
fark olarak hesaplanan sol ventrikuler gelismis basinctan
(LVDP, mm Hg) degerlendirildi. CFR, kalpten 1 dakikada
gecen perflzat miktari (ml/dak) olarak belirlendi. TGm
parametreler, 20 dakikalik bir perfiizyon akomodasyon
suresinden sonra, API uygulama sonrasi 10. dakikada ve kalp
API icermeyen ¢ozelti ile perflize edildiginde 10 dakikalik bir
yikama suresinden sonra kaydedildi. Kontrol kalpleri, ayni
rejimle API icermeyen cozelti ile perflize edildi.

Veriler, Sta tistica 6.0 yazihmi kullanilarak istatistiksel
olarak analiz edildi. Onem, parametrik olmayan Mann—
Whitney U testi ile p<0.05 veya p<0.01'de degerlendirildi.
Sonuglar m+SEM olarak 6zetlenir.

SONUCLAR

En ylUksek nitrojen icerigi, karsilik gelen API'yi en ¢cok promis
olarak gOsteren ova odun-¢im turbasindan ekstrakte edilen
bilesiklerde gozlendi.
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Turbadan turetilen kardiyovaskuler ilaglar icin aramada
onemli bir unsur (Tablo 1).

Bu calismada kullanilan izole perfiize kalp modelinin bir
avantaji, miyokardiyumun herhangi bir organizma kontrol
sisteminin duzenleyici etkilerinden serbest birakilmasi
gercegine dayanmaktadir. Bu yaklasim, incelenen ajanlarin
Ozellikle miyokard yapisindaki degisiklikler ve kardiyak
metabolizmadaki degisikliklerden kaynaklanan i¢sel
kardiyovaskuler etkilerini ortaya cikarabilir.

HS ile ekstrakte edilmis API, kokusuz, koyu kahverengi
amorf bir tozdur. incelenen API'nin IR spektrumu, 3500-3300,
3250-3200, 2930-2920, 2860-2840, 1460-1440, 900-700,
2600-2500, 1725-1700, 1625-1610, 1510-1500, 1250-1225,
1150-1050 cm—1. Karboksil ve fenolik hidroksil gruplarinin
icerikleri sirasiyla 2,56 ve 3,12 mEqg/q idi.

API'nin UV absorpsiyon spektrumu, kisa dalga tarafinda
belirgin bir sekilde artan 220-800 nm dalga boyu aralginda
toplam absorbansi bildiren diiz bir egriydi. Karsilik gelen
dalga boylarinda, sénme katsayilari E465=0,126+0,004 ve
E650=0,0397+0,0005, hesaplanan renklilik katsayisi E465/
E650=3,18+0,07 idi.

0.1 mg/ml konsantrasyonda API, API ile desteklenmis
Krebs-Henseleit solisyonu ile kalbin 10 dakikalik
perfuzyonundan sonra meydana gelen énemli bir (p<0.01)
CFR artisi ile karakterize edilen belirgin bir kardiyovaskuler
aktivite sergiledi (Tablo 2). Kontrol serisinde, CFR 30 dakikalik
normoksik perflizyon sirasinda 6nemsiz 6l¢lide azaldi (Tablo
2). API'nin ortaya ¢ikan etkisi kisa streliydi ¢tinkd kalbi
yikadiktan 10 dakika sonra CFR ilgili kontrol degerlerine geri
dondu (Tablo 2). 0.01 mg/ml'lik 10 kat daha az konsantrasyonda
API ayrica CFR'de 6nemli bir artis sagladi, ancak bu durumda
etki o kadar belirgin degildi (Tablo 2). Buna karsilik, en az
test edilen API konsantrasyonu (0,001 mg/ml) hi¢bir etki
gOstermedi (Tablo 2).

Ek olarak, sunulan veriler API'nin miyokardiyumun
kasilma aktivitesini module ettigini gostermektedir.

TABLO 1. Tomsk Bélgesinde Cesitli Himik Maddelerden Elde Edilen API'lerin Elemental Bilesimi ve Atomik Oranlari

Kulstiz numune basina atomik kutle (atomik ytzde olarak) Atom oranlarr*
turba tipi
S N N Yok N/K
Yayla cam-pamuk ¢im
torf 36,95+0,44 46,16+0,40 1,62+0,02 16,27+0,19 1.28 0.04 0.45
Orta odun-saz turba 37,16+0,39 #4,09+0,50 1,84+0,02 16,91+0,20 1.19 0,05 0.45
Ova odun-¢im turba 36,12+0,40 44,83+0,41 2,26+0,02 16,79+0,20 1.24 0,06 0,46

Not. *Atomik oranlar ortalama verilerden hesaplanmistir.
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TABLO 2. izole Sican Kalbinde (m+SEM, n=10) API'nin CFR (ml/dak) Gzerindeki etkisi

Zaman Kontrol API (0.1mg/ml) API (0.01mg/ml) API (0,001 mg/ml)
Konaklama dakika 20 13,20+0,39 13,2040,44 13,1040,45 13,2040,41
API perfiizyon dakika 10 11,70£0,26 15,70£0,67** 14,4040,56* 12,10£0,62
API icermeyen perflizyon dakika 10 10,90+0,23 11,740,3 11,50+0,41 10,50+0,46

Not. Burada ve Tablo 3'te: *p<0.05, **p<0.01, kontrol ile karsilastirildiginda.

TABLO 3. API'nin izole Sican Kalbinin LVDP ve EDP'sine Etkisi (m+SEM, n=10)

Parametre Kontrol API (0.1mg/ml) API (0,01 mg/ml) API (0,001 mg/ml)

LVDP, mm Hg

konaklama dakika 20 73,70+3,50 67,943,2 70.0+3.4 71.0£3.2

API perfuizyon dakika 20 73,60+1,24 52,0+4,5** 61,3+4,3* 69,31+4,5

API icermeyen perflizyon dakika 30 75,10+0,90 60,8+2,9** 65,8+2,8* 70,8+2,7
EDP, mm Hg

konaklama dakika 20 15,7040,30 15,20+0,49 15,1+0,5 15,20+0,50

API perfuzyon dakika 10 13,50+0,22 12,5£0,5% 12,9+0,5% 13,2040,20

API icermeyen perfiizyon dakika 10 13.00+0.25 10,0+0,6** 12,1+0,6* 13,10+0,35

incelenen maddeler, perfiize kalbin kasilma giiciini 6nemli
Olclde azaltti ve bu etki, API icermeyen Krebs-Henseleit
sollisyonu ile kalbin yikanmasi sirasinda korundu (Tablo 3).
Kasilma kuvvetinin azalmasi doza bagimliydi ve bu en yuksek
0.1 mg/kg API'deydi. Ayni deneysel seride API, EDP'yi 6nemli
Olcude azaltti (Tablo 3).

Ancak, etki 0,01 mg/ml'de daha az belirgindi ve 0,001 mg/
ml'de kayboldu (Tablo 3).

Bu nedenle, in vitro deneyler, API'nin dogrudan bir
kardiyovaskuler etki gosterdigini ve normoksi altinda
koroner damar tonunun kontrolline katildigini goéstermistir.
Bu nedenle API, 0.1 mg/kg'da g6zlemlenen maksimum
damar genisletici etkiyle koroner dolasimi module eder.

Sunulan verilerin yayinlanmis raporlarla karsilastiriimasi,
in vitro API kaynakl kardiyovaskuler etki mekanizmalarinin
(yani, merkezi diizenleyici etkilerin yoklugunda), incelenen
API'nin NO Uretimi Gzerindeki dogrudan etkisi ile iliskili
olabilecegini disundirmektedir. Vaskuler tonusun
kontrolinde belirleyici rolin, NO dahil olmak tzere belirli
endotelyal faktorlere ait oldugu yaygin bir bilgidir [10]. L-
arginin'den salinan NO, duz kas hucrelerinde guanilat siklazi
aktive ederek bu hticrelerin cGMP Uretimine ve aktif
gevsemesine neden olur. Kiltirlenmis venéz endote
liyositlerden elde edilen veriler, API'nin NO olusumunu
uyardigini gostermistir [9]. NO sentezi uyaricilarinin, tibbi

bitkilerden izole edilen bazi maddeleri icermesi dikkat
cekicidir.

API'nin etiyolojik énculeri olabilen bitkiler [5]. Bu sinyal
yolunun aktivasyonunun, API ile induklenen vazodilatasyonun
uygulanmasinda anahtar rol oynamasi muhtemel
goérunmektedir. Tim kalp alt bélumlerinde NO sentazlarinin
saptanmis olmasi yol gostericidir [10]; bu nedenle, NO
sadece kan damarlarinin tonunu ve tepkisini etkilemekle
kalmaz, ayni zamanda kardiyak fonksiyonlari da module

eder. NO ayni zamanda hem endotelyal hem de induklenebilir
NOS'u eksprese ettigi bilinen kardiyomiyositler tarafindan

da Uretilebilir [10] ve bu da kardiyak fonksiyonlarin
kontrolinde yer alan NO'nun salinmasina neden olur.

API'nin kardiyomiyositlerde NO sentezini yukari-regule ettigi
varsayimina dayanarak, bu bilesenin gosterilen negatif
inotropik etkisi asagidaki sekilde aciklanabilir. Bildirilen
verilere gore [10], NO izole kardiyomiyositlerin kontraktil
kuvvetini dizenler ve diyastolik basinci disurir. Muhtemelen,
API'nin izole kalpteki benzer etkileri NO sentezi
aktivasyonundan da kaynaklanmaktadir.

Bu nedenle, aciklanan izole kalp modelinde API'nin
belirgin damar genisletici etkisi, intrakardiyak hemodinamigin
iyilestirilmesi icin yeni etkili ilaglarin gelistirilmesini
amaclayan bu bilesenin kardiyotropik etkilerinden sorumlu
mekanizmalarin daha ileri calismalari icin ufuk agmaktadir.
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