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Soyut

Turba ve gesitli turba 6zleri, cesitli klinik endikasyonlar i¢in basariyla uygulanmuistir. Fiziko-termal etkilerinden oldukgca ayri olarak, yeni calismalar,

turba iceren maddelerin sézde "kimyasal etkilerine" isaret etmektedir. Bu etkiler, diiz kas (SM) dokusunun spontan kasilma aktivitesinin (SCA) uyarici bir

tepkisini igerir. Ancak etkiler, turbanin dogdal olarak olusan bilesenleri olarak farmakolojik olarak aktif maddelerin olasi gecirgenligine baglidir. Turba,

cesitli Grunlerin bir karisimi oldugundan, SM dokusu uzerindeki biyolojik aktivitelerine dayali olarak gesitli turba tiplerini incelemek gereklidir. Kutanéz

turba tedavisinin farmakolojik aktivitesini tartismasiz bir sekilde kanitlamak igin, bu aktif maddelerin eksize edilmis insan derisi boyunca in vitro

permeasyon 6lgimleri kullanilabilir.

HPLC analizi, sulu turba &zlerinin fulvik ve ulmik asitlerin suda ¢6ztnur bilesiklerinin 18 fraksiyonuna kadar icerdigini ortaya gikardi. Bu bilesiklerin,

SM dokusunun kasilma aktivitesi izerinde uyarici bir tepkiye sahip oldugu bulunmustur. in vitro difiizyon calismalari, bu maddelerin tam kalinliktaki

insan derisi (kalinlik: 200 um-1) boyunca gecirgenliginin oldukca secici oldugunu ve ortaya gikan uyarici aktivitenin, nifuz edilen fraksiyona bagli oldugunu

géstermistir. Ozellikle, HPLC fraksiyonlari 7-11 ve 14, insan derisine niifuz edebilmektedir. 7-11. Fraksiyonlar, SCA'nin SM (izerinde 90 dakikadan fazla

orta derecede uyarici bir etki gosterirken, 14. fraksiyon en guigli uyarici etkiyi gésterir, ancak 87 dakika sonra bastirilir. Bu sonuglar, turba tedavisi ile deri

tedavisinin, klinik uygulamada turba tedavisinin ilave "kimyasal" etkisini agiklayan biyolojik olarak aktif fulvik ve ulmik asit ttrevlerinin transkitan6z

permeasyonu ile sonuglandigini gdstermektedir. © 2003 Elsevier Science BV Tum haklari saklidir.

Anahtar Kelimeler: Turba; Duz kaslar; Gegirgenlik; Fulvik asit; Ulmik asit

1. Girig

Turba ve cesitli turba mustahzarlari, klinik tibbin
balneolojik pratiginde basariyla kullanilmistir (Beer,
1998). Termal etkiler (fiziksel
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turbanin etkileri) iyi incelenmistir ve acik¢a kanitlanmig
faydali klinik etkiler gostermektedir (Kleinschmidt ve
digerleri, 1985).

Bununla birlikte, bir kimyasal bilesenin de deri
turba tedavisinin klinik basarisina katkida
bulunabilecegine dair pek cok gosterge vardir
cunka iyi bilinen fiziko-termal etkilere katkida

bulunamayan cesitli farmakolojik etkiler
bulunmustur. Bu kimyasal etkiler antibac gosterir
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terial 6zellikler (Naglitsch, 1983), antiviral 6zellikler (Kl6cking
ve digerleri, 2000), prostaglandin sentezi Gizerinde bir etki
ve diiz kas (SM) dokusunun spontan kasilma aktivitesi (SCA)
Uzerindeki uyarici etkiler (Kauffels, 1990; Sagorchev ve
digerleri) digerleri, 1999; Beer ve Lukanov, 1998; Beer ve
digerleri, 2000a,b). Sulu turba ekstraktlarinin SM dokusunun
kontraktilitesi Gzerindeki uyarici etkilerinin incelenmesi,
uyarici 6zelliklerden dusuk molekiler agirlikl maddelerin
(<1000 Da) sorumlu oldugunu gdstermistir. Turbadan izole
edilen fulmik, ulmik ve hiimik asitlerin turbanin biyolojik
etkileri dusunulduginde 6zel bir 6neme sahip oldugu
bulunmustur (Beer ve digerleri, 2000a). Bu organik asitlerin
(tdrevlerinin) 2 adreno ve D2 dopamin reseptorl Uzerinde
etkili oldugu gosterilebilir (Beer ve ark. 2000b).

Bulunan ek terapotik etkilerden sorumlu kimyasal
maddeleri tanimladiktan sonra, bu aktif hidrofilik
maddelerin insan derisinden nifuz etmesinin mimkan
olup olmadigi ve bu ek etkilerin aciklamasi olabilecegi
kanitlanmalidir. Bununla birlikte, genel olarak turba
bilesiminin cok karmasik oldugu ve ayrica turbadan gelen
kaynaga bagl olarak farkhlik gosterdigi iyi bilinmektedir. Ek
olarak, turbalarin kalitesi ve bilesimi, mense yeri, mense
bitkilerinin birincil turleri ve tim cevresel faktorler yelpazesi
gibi bircok farkli faktdre baghdir. Ayrica, bircok bilesigin
tam yapi aydinlatmasi, ekstraksiyon islemi sirasinda
oksitlendikleri ve ¢ogu durumda yuksek ve disuk molekuler
bilesiklerin cok bilesenli ekstraktlari analiz edildiginden
engellenir. Turba bilesimleri Gzerine mevcut literatur ayrica
gallik, vanilik ve protokatesik asit turevlerinin, ayni zamanda
farmakolojik olarak aktif miktarlarda insan derisine nifuz
edebilen sulu turba 6zlerinde de bulundugunu gosterir
(Tuschen, 1994; Tuschen ve Beer, 1995).

Sulu turba ekstraktlari hakkinda daha sonra yapilan
calismalar, agirlikli olarak hem HPLC hem de farkli
farmakolojik etkileri ile karakterize edilebilen fulvik ve ulmik

2. Materyal ve yontemler

2.1. 6rnek hazirlama

100 g taze turbaya (kaynak: Wulfes Neudorf- Platendorf,
Almanya) 20 g bi-distile su eklendi. Bu karisim 25  C'de 24
saat saklandi . Bu suspansiyonun bir grami daha sonra
25°C'de 3000 x g'de 20 dakika santriftjlendi (laboratuar
santrif(iji 400R, Heraeus Instruments, Hanau, Almanya) .

Ust faz tortudan ayrildi ve 0.45 M-11806-047N Filtreden
(Sartorius, Géttingen, Almanya) siizildu. Ortaya ¢ikan
fraksiyon, oda sicakhginda birkag hafta bekletildikten sonra
herhangi bir tortu olusturmayan berrak, kahverengimsi bir
siviydl. Ayrica, birkag giin boyunca +2  C sicakliga kadar
sogutulduktan sonra tortu olusmaz.

gordlen.

Fulvik ve ulmik asitlerin suda ¢ézlndur bilesenlerinin
ekstraksiyonu, literatiirde agiklanan yonteme gére
gergeklestirilmistir (Beer ve digerleri, 2000a).

2.2. HPLC analizi

Dogal turba ekstraktindaki fulvik ve ulmik asitlerin suda
¢6zUndr bilesenlerinin ve insan stra tum corneum'da
difizyon calismalarindan sonra eltatlarin HPLC analizi,
Bolum 2.1'de agiklandigi gibi yapildi. Perkin-EImer'in HPLC
Sistemi (Arcade, NY, ABD): Otomatik Ornekleyici ISS 200;
Diodenarray dedektor Diyot Dizisi LC 235C; Quaterner
pompasi Seri 200 LC, Perkin-Elmer; Colonethermostat LC
Firin 101 CC5904762; astar Gizerinde gaz giderme ekipmani
Seri 200 gaz giderici; numune toplayici (FC 203B; Gilson,
ABD); Arayuz 600 Baglantisi, Perkin-Elmer. Kolon: Bir alitik
kolon Supelcosil RP C18 250 mmx4,6 mm, 5m; Supelco, ABD
Mobil Fazlar: Mobil Faz A: %99,95 asetonitril (Merck,
Darmstadt, Almanya) + %0,05 trifloroasetik asit (TFA) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, ABD). Mobil Faz C: %99,95 su +
%0,05 TFA.

asit tirevlerinden olustugunu géstermektedir (Beer ve digerleri, 2002).

Bu calismanin amaci, izole edilmis tam kalinliktaki insan
derisinde in vitro diflizyon calismalari igin sulu turba 6zi
olarak elde edilen HPLC karakterli fulvik ve ulmik asit
threvlerini kullanmak ve eltatlarin insan derisine
difuzyondan sonraki farmakolojik etkilerini, orijinal 6z0.

2.3. Numunelerin preanalitik hazirliklari

Bes paralel numune (her biri 25 ml), 1 °C sicaklikta 8
saat 0,63 mbar (63 N/m2) basincta buharlastirlarak
konsantre edildi. Daha sonra 6rnekler 25 C ve 3000xg'de
santriflj edildi.
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10 dakikalik bir stire Tortu materyal, 0.45 m gézenek
boyutuna sahip bir membran filtreden siizuldi ve ardindan
1.5 ml'lik kiiglik siselere dolduruldu. Analiz bir otomatik
ornekleyici (Interface 600 Link ile ISS 200, Perkin-Elmer)
tarafindan yapilmistir. Analiz sis basina enjekte edilen
numune: 160 |. Diodarray Dedektorlerinin (Diode Array LC
235C, Perkin-Elmer) ¢alisma parametreleri, yukarida
belirtilen yazihm paketi Turbochrom 4.0'a (PE Nelson) gére
ayarlandi. Karsilik gelen dalga boyuna sahip iki yonli bir
kanal UV tespiti gerceklestirildi (Kanal A:A =205+ 5 nm;
Kanal B: A = 270 + 25 nm). Fraksiyonlar, 5 ml hacme sahip
25 standardize sisedeki bir numune toplayicida toplandi.
Fraksiyonlarin toplanmasi, numunenin HPLC kolonlarina
enjekte edilmesinden hemen sonra baslatildi. Fraksiyon

siseleri, her dakika 2 ml mobil faz iceren otomatik olarak
degistirildi.

2.4. Duz kaslarin SCA'sinin 6lgimu (SM) kas liflerinin
hazirlanmasi

Deneyler icin kullanilan SM numunesi, yaklasik 350-450
g agirhgindaki kobaylarin midesinden alinmistir. Midenin
korpus ve antrum kismindan 12-14 mm uzunlugunda ve
1-2 mm genigligindeki kas lifleri alindi.

Hazirlama, liflerin akisina gére mimkun oldugu kadar
dairesel yonde gergeklestirildi. Tum hayvan deneyleri
Plovdiv Universitesi (Bulgaristan) Tip Fakdiltesi Etik
Komisyonu tarafindan onaylanmistir.

2.5. Cozlimler

Deney icin asagidaki bilesime sahip bir sollisyon
kullanildi (mmol/l): Na+ 143; K+ 5.8; Ca2+ 3.7; CI- 156.2.
Turba banyolari, asagidaki bilesime (mmol/l) sahip Krebs
solusyonlari iceriyordu: Na+ 143; K+ 5.94; Mg2+ 1.19; Ca2+
2.5; CI- 133; HCO- 16.7; PO4 11.9 ve glikoz 11.5. %97 oksijen
ve %3 kapbodietioks 1125 ioliuFamika tavigolagaz ki kinalss.
solisyonu 35  C sicaklikta tutuldu . SM liflerinin SCA'si ve
turba maddelerinin neden oldugu etkiler, Golenhofen'in
(1976) standardize edilmis yontemine gore direng
transduserleri vasitasiyla izometrik kosullar altinda

OlcUlmustar .

Olcilen stimalasyon, 10 5 M asetil kolinin (ACH) etkisi
altindaki diiz kas liflerinin maksimum kasilma aktivitesinin
yuzdesi olarak doz-etki egrilerini gdsteren bir diyagramda
(Sekil 3) cizilmistir.

2.6. Tam kalinlikta insan deri 6rneklerinin
hazirlanmasi ve difiizyon calismalari

Cerrahi operasyonla elde edilen insan meme derisi,
ameliyat gunu varista hemen islendi. Cilt alti yag dokusu
uzaklastirildiktan sonra elektrikli dermatome (Padgett
Dermatome, Kansas City, ABD) kullanilarak yaklasik 200
um-1 kalinhginda dermatomlandi. Deri tabakasinin ylzeyi,
Millipore ile saflastiriimis suyla islatiimig bir kagit mendil
kullanilarak silinerek temizlendi. Akis hiicreleri, Tanojo ve
digerleri tarafindan tarif edildigi gibi kullanildi. (1997).

Diflizyon deneyleri icin alti hicre, destekleyici zar ve tam
kalinlikta insan derisi olarak diyaliz zari ile donatildi.
Bilesiklerin gegirgenligi Gzerinde diyaliz zarinin hicbir etkisi
bulunmadi. Tim difiizyon hucrelerinin alici odalari, 0.7 ml
sulu turba 6ztitd ile dolduruldu.

Alici faz PBS solusyonu olarak pH 7.4 (16 gr NaCl, 2.8 gr
Na2HPO4.2H20, 0.4 gr KCl, 0.4 gr KH2PO4, 2 gr NaN3 ve
10 ml standart streptomisin veya 100 ml'lik penisilin
soltsyonu) kullanildi. Akseptor fazi boyunca akis 4 ml/sa
idi. Diftizyon hucresinin sicakhgi 32 C'de tutuldu.

3. Sonuglar

Sekil 1, 205 nm'de él¢llen in vitro (numune 7) sulu bir
turba 6zutinin (APE) tam kalinlikta insan derisi boyunca
difizyonundan sonra transelUatlarda bulunan bilesiklerin
temsili bir HPLC-kromatogramini gosterir. Sonug, nufuz
eden maddelerin varligini kanitlayan ve insan derisi
boyunca yayllmadan énce APE'de bulunanlarla ayni olan
1-18 fraksiyonlarina karsilik gelen iyi ayrilmis bir dizi tepe
noktasidir (HPLC diyagrami gosterilmemistir). .

Sekil 2, kobay midesinin korpusunun SM'nin SCA'si
Uzerinde in vitro olarak insan derisi boyunca niifuz ettikten

sonra birkag HPLC fraksiyonunun tipik etkilerini
gostermektedir. Kesirlerin etkili oldugu goérulebilir.
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Sekil 1. Sulu bir turba ekstraktinin HPLC-kromatogram fraksiyonlari. 205 nm'de numunelerin transelGatlarinin absorpsiyonunun saptanmasi.

SM'nin SCA'si farkli sekillerde. Diyagramda gosterildigi gibi, 10.
fraksiyonun SM'nin SCA'si Uizerinde 87 dakikaya kadar
degismeden kalan uyarici bir etkisi vardir. Ayrica 7-9 ve 11.
fraksiyonlar, SM'nin SCA'sini 87 dakika sonra bile degismeden

birakir. Bununla birlikte, 87 dakika sonra, fraksiyon 14'ln
gosterdigi diger tum fraksiyonlarin aksine, baslangigta SM'nin
SCA'si Uzerinde 6nemli bir uyarici etki sergileyen uyarici etkinin
bastirildigi gorilebilir.

Sekil 3, hem deneyin baslangicinda (3 dakika sonra) hem de
inkibasyonun 87 dakikasindan sonra, hem APE'nin aktif

ekstraktlarinin hem de transeltatlarin tim fraksiyonlarinin

SM'nin SCA'sI Gzerindeki etkilerinin bir genel bakisini gésterir.
Bireysel fraksiyonlar, fulvik ve ulmik asitlerin ayriimis
fraksiyonlarinin SM'nin SCA'si tizerindeki bireysel etkisi Gzerinde
incelenmistir. Sekil 3'ten goérilebilecedi gibi, birkag transellat
kobay mide korpusunun SM'sinin SCA'sini etkiler. Ozellikle, etkileri

nifuz eden fraksiyonlar 7-11 ve 14, uyarici bir etki gosterir.

incelenen tim materyallerden, SM'nin SCA'si Gzerinde en
blyuk uyarici etkiyi gdsteren, ACH (10 5 M) ile kaydedilebilen
maksimum temasin neredeyse %25'ine ulasan fraksiyon 14'tur.
Ancak 87 dakikalik bir sireden sonra bu uyarici etki neredeyse
ortadan kalkmaktadir. Diger fraksiyonlar 7-11, uyarici etkileri 90
dakikalik bir siire icinde degistirmeden birakir.

4. Tartisma

Sekil 2'de g6sterilen sonuglar, sulu turba 6zitlerinde
bulunan maddelerin, kesin farmakolojik etkilere sahip miktarlarda
insan tam kalinliktaki derisine nifuz edebildigini gostermektedir.
Sulu turba 6zlerinin uyarici bir etkiye sahip oldugu gosterilebilir.
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Sekil 2. Sulu turba ekstraktlarindan transeluatlarin HPLC fraksiyonlarinin diiz kas (SM) dokusunun spontan kasilma aktivitesi (SCA) tzerindeki etkileri.

SM'nin SCA'sinda. Turba iceren maddelerin bu uyarici etkileri,
2 adrenerjik reseptor ve D2 dopamin reseptorlerinin
aktivasyonuna baglanabilir (Beer ve digerleri, 2000b). APE'deki
bu biyolojik olarak aktif maddeler, fulvik ve ulmik asitlerin

suda ¢6zlnur bilesenleridir.

Sekil 3, insan derisinin turba iceren maddeler icin segici
bir gecirgenlige sahip oldugunu acgikca gostermektedir. Eger biri

permeatlanmig maddelerin SM'nin SCA'si Gzerindeki etkilerini
Ulmik asidin HPLC fraksiyonlarinin 16 ve 17 fraksiyonlarininkilerle

karsilastirir, bu etkilerin ilgili permeatlanmis fraksiyonlarda
bulunamadigi gérdlebilir. Ayni ifade, HPLC fraksiyonlari 12, 13
ve 15'teki fulvik asit icin de yapilabilir. Karsilik gelen gecirgen
fraksiyonlarin SM'nin SCA'si Uizerinde ihmal edilebilir etkileri
vardir.
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Sekil 3. Fulvik (FS) ve ulmik asidin (US) permeasyon-eltatlarinin (P) HPLC fraksiyonlarinin, her ikisi de baslangi¢c asamasinda diiz kas (SM) liflerinin

spontan kasilma aktivitesi (SCA) Gzerindeki etkileri deney (3 dakika, 1. situn) ve 87 dakikalik bir zaman araligindan sonra (2. sutun).

Farmakolojik olarak aktif HPLC fraksiyonlari, etki
yéntemlerine gore iki gruba ayrilabilir: Birinci grup, SM'nin
SCA'sinin 90 dakika sonra degismeden kalan uyarici bir
tepkisini gosteren 7-11 fraksiyonlarini icerirken karsilik
gelen fulvik ve Ulmik asit fraksiyonlari bu zaman araliginda
uyarici etkilerde azalma gosterir.

Fraksiyon 14, farkli farmakolojik etkisi nedeniyle ikinci
bir gruba ait oldugu sdylenebilecek tek fraksiyondur. Diger
tim fraksiyonlardan, yalnizca ACH (10 5 M) ile dlgllebilen
maksimum imum kontraktilitenin neredeyse %25'i olan
SM'nin SCA'si Uzerinde ¢ok gui¢lu bir uyarici etki gosteren
sadece 14. fraksiyondur . Ancak bu uyarici etki 90 dakikadan
sonra 6nemsiz hale gelmektedir. Bu farmakolojik tepki
modeli, fulvik asit iceren sulu turba ézitinin 14.
fraksiyonununkine benzer. Bu bilesik icin, 2 adrenerjik
reseptdr ve D2 dopamin reseptorl tzerinde kismi agonist
etkilere sahip oldugu zaten gosterilebilir (Beer ve digerleri,
2000a).

Bu fenomenler, 2 adrenoreseptorlerin 6zel 6zelliklerine
atfedilebilir . Agonistlerin reseptdrlere baglanmasi,
reseptorlerin konformasyonel degisikliklerine yol agar. Bu,
seviyelerinde bir distse neden olur.

sirayla diz kas htcrelerinin kasilmasina yol acan déngusel
AMP (Zhang ve digerleri, 1990). Konformasyon degisikligi,
reseptorlerin polipeptit zincirinin fosforilasyonuna neden
olan bir kinaz tarafindan da taninir. Agonist daha sonra
reseptore baglanamaz (Robert, 1998; Ulrik ve Brian, 1998).
Bu formda, kompleks endositoz yoluyla hiicre zarindan
hlcreye gegebilir (Robert, 1998).

Adrenerjik agonistlerin efektor hiicre Gzerindeki surekli
etkisi, reseptdr yogunlugu ve afinitesi ile ilgili olarak
degisikliklere yol acar; bu, reseptdrin fizyolojik
reaksiyonlarinin azalmasiyla baglantilidir; bu etki "tasifilaksi"
veya "hiposensitizasyon" olarak da adlandirilir.

(Lansberg ve Young, 1998).

izole edilmis insan derisi boyunca niifuz eden
fraksiyonlarin, gegirgen olmayan sulu fraksiyondaki fulvik
ve ulmik asitlerin suda ¢6zlnur bilesenlerinin
konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda, 6nemli 6lgtide
daha dusuk biyolojik olarak aktif madde konsantrasyonlarina
sahip olma olasihgi ok yuksektir (beklenebilecegi gibi)
(Sekil 3).). Bu, SM'nin SCA Gzerindeki uyarici etkileri fulvik
ve ulmik asit fraksiyonlarininkilerle karsilastirildiginda
dogrulanabilir. Burada aktivitede U ila alti kat fark

g0Ozlemlenebilir. 5nemli dlgtide daha dustik kullanarak
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agonist konsantrasyonlarinda, reseptorin tarif edilen kendi
kendini engelleme etkisi, en azindan bu deneyler igin kullanilan
90 dakikalik zaman araliginda gerceklesemez. Bu bakimdan,

fraksiyonlarin SM'nin SCA'si Uzerindeki uyarici etkisi degismeden
kalir.

5. Sonug

Sonug olarak, asagidaki t¢ agiklama yapilabilir: Birincisi, suda
¢6zUnUr turba maddelerin transdermal pasif nifuzunun
gergceklestigi ve bunun bir sonucu olarak farmakolojik olarak
aktif maddelerin organizmaya miktarlarda girebildigi gdsterilebilir.
biyolojik etkilere neden olmak icin yeterlidir. ikinci olarak, insan
derisinin turba 6zl olarak izole edilen suda ¢6zUnur fulmik ve
Ulmik asitler ve turevleri fraksiyonu icin segici bir gecirgenlige
sahip oldugu aciktir. Ve tGglncu olarak, turbanin deriye
uygulanmasinin, klinik uygulamada kullanildiginda yararl
terapotik etkiler agisindan neden énemli bir rol oynadigina dair
iyi bir agiklama bulunmustur.

Bu yazida, aktif turba ajanlarinin insan derisine
nlfuz etmesinin bir gercek oldugunu géstermeyi
amagliyoruz. Gelecekte, 6zellikle fraksiyon 14'G HPLC
ile daha detayl arastirmayi planliyoruz ¢iinku
farmakolojik etkiden sorumlu en 6nemli fraksiyon gibi
gorinuyor. Ortaya ¢ikan maddeler (6zellikle 6-8
fraksiyonlari) daha sonra kitle spektrometresi ile
tanimlanacaktir. Bu, aktif turba maddeleri ve insan
derisi tarafindan gosterildigi gibi gegirgenlik

modulasyonu hakkinda daha fazla tartismaya izin verecektir.

tesekkirler

Bay PEH Roemele'nin in vitro difiizyon ¢alismalarini ustaca

gerceklestirme konusundaki teknik yardimi ¢ok takdir edilmektedir.
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