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Uticaj kardiotoni¢nog
glikozida oleandrina na
srce Zabe

U ovom radu je ve¢ poznato kardiotoni¢no dejstvo
oleandrina iz lijandera (Nerium oleander) opisano
na model sistemu srca Zabe (Rana esculenta).
Oleandrin je primenjivan u vidu alkoholnog
rastvora, koji je dobijen nakon hromatografskog
razdvajanja na koloni iz sirovog ekstrakta. Prepa-
rati srca pravijeni su tako §to su Zabe uvodene u
anesteziju, bez dekapitacije, kako bi se ocuvao peri-
ferni krvotok, a zatim je grudni koS otvaran, kako
bi se omogucio pristup srcu. Rastvor oleandrina je
direktno nakapavan na srce, a odgovor sistema pra-
éen preko osciloskopa povezanog na racunar.
Rezultati pokazuju da oleandrin na model sistemu
srca Zabe pojacava intenzitet kontrakcije srca, a da
pri tom ne menja frekvenciju rada srca.

Uvod

Lijander (Nerium oleander) je Zbun ili nisko dr-
vo koje raste u zemljama Mediterana. List ove biljke
sadrzi 1.5% kardiotoni¢nih heterozida, od kojih je
najvazniji oleandrin (Kovacevi¢ 2004).

Oleandrin (C32H4809) je polifenolni kardiotonic-
ni glikozid. U &istom obliku oleandrin je igliCast kri-
stal, bez boje i mirisa, gorkog ukusa. Nerastvorljiv je
u vodi, a rastvorljiv u koncentrovanom etanolu i hlo-
roformu. Oleandrin je fotosenzibilan, ali je termosta-
bilan (www.inchem.org).

Kao kardiotonik, oleandrin ispoljava snazno de-
lovanje na kontraktilnost srca. Dva osnovna meha-
nizma kojima kardiotonici deluju su inhibicija
enzima Na'/K* ATP-aze i dejstvo na metabolizam
kalcijuma.

Pod uticajem kardiotoni¢nih heterozida dolazi do
smanjenja aktivnosti enzima Na*/K* ATP-aze, a
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time se smanjuje i energija potrebna za funkcioni-
sanje natrijumske pumpe. Usled nesposobnosti da
reguliSe osmotsko i elektrohemijsko stanje putem
izmene jona natrijuma i kalijuma, celija ovo kom-
penzuje ubacivanjem jona kalcijuma. Ovo dovodi do
pojacanja akcionog potencijala, poja¢anja snage i
sréane kontrakcije. Kardiotoni¢ni glikozidi zbog
ovakvog farmakoloSkog dejstva imaju terapijsku pri-
menu, medutim, razlika izmedu terapijskih i smrtnih
doza je veoma mala (Luki¢ 1993).

Cilj ovog rada je ispitivanje promene energije
signala i frekvencije srca Zabe pod uticajem rastvora
oleandrina izolovanog iz lijandera.

Materijal i metode

Energije izlaznih signala srca Zaba tretiranih ras-
tvorima oleandrina (za koje smo uzeli da su srazmer-
ne jacini kontrakcije srca) odredivane su pomocu za
tu svrhu montirane aparature prikljuene na oscilo-
skop povezan sa raCunarom. Merenja su vrSena na
10 Zaba, podeljenih u dve grupe po pet, a srce svake
jedinke je prvo bilo tretirano Ringerovim rastvorom.
Pet Zaba iz prve grupe tretirane su sa 0.1 mL
rastvora oleandrina koncentracije 0.13 g/L. Prvo
merenje je vrSeno odmah, a drugo 15 do 20 sekundi
nakon delovanja glikozidnog rastvora na srce u vre-
menskim intervalima od 3 sekunde. Na srca pet Zaba
iz druge grupe nakapavano je po 0.2 mL rastvora
oleandrina koncentracije 0.13 g/L, a energija
izlaznog signala odredivana je u vremenskim inter-
valima od 5 i 10 sekundi. Istom aparaturom meren je
i sam izlazni signal. Uporedivanjem filtriranih spek-
tara izlaznih signala odredivana je promena frekven-
cije rada srca Zaba tretiranih Ringerovim rastvorom
i rastvorima oleandrina. Za potrebna merenja srce
Zabe je preparirano na nacin opisan u sledeem delu
teksta.

Aleksandra Mandic¢ (1989), Subotica, Jovana
Mikica 48, ucenica 2. razreda Gimnazije
“Svetozar Markovi¢” u Subotici
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Preparat srca Zabe in situ

Prilikom preparacije srca koriSéen je Ringerov
rastvor za hladnokrvne Zivotinje. Ringerov rastvor
sadrzao je:

— 120 mM natrijum-hlorid — 7.02 g

— 2 mM kalijum-hlorid — 0.149 g

— 2 mM kalcijum-hlorid — 0222 g

— 5 mM TRIS-HCI - 0.182 g HCl i 5 mL

TRIS-a

Za model sistem kori§¢ene su Zabe koje su sku-
pljane u Petni¢kom jezeru u julu 2006. Mase Zaba su
iznosile od 60 do 80 g.

Zabe su bile anestezirane etrom, pri demu je srce
ostajalo u organizmu vezano za krvotok. Posto je bi-
lo neophodno sacuvati krvotok, Zabe nisu bile deka-
pitovane. Zabe su bile okrenute ventralnom stranom
na gore, a ekstremiteti su bili pri¢vrséeni ¢iodama za
podlogu. U gornjoj polovini tela je bilo potrebno da
se napravi trouglast izrez na koZi i telesnom zidu. Iz-
rez se zavrsavao presecanjem kljucnjaca. Odstranji-
vanjem telesnog zida srce je ostajalo otkriveno u
perikardijalnoj duplji. Perikardijalna opna je pazljivo
skidana tako S$to je zasecana pored srca (NeSié
2000).

Ekstrakcija oleandrina iz lijandera

Postupak izolacije oleandrina iz lijandera i prav-
ljenja rastvora potrebnih za ispitivanje njegovog uti-
caja izvrSen je prema uputstvima opisanim na sajtu
http://www .inchem.org.

Priprema ekstrakta. Isitnjeno je 10 g lista lijan-
dera u keramic¢kom avanu. Napravljena je smeSa
etanol-voda u odnosu 2 : 3 (v/v). Odmereno je 175
mL smeSe i sve sipano u balon zapremine 500 mL,
a zatim dodat isitnjeni list lijandera. Sve je refluk-
tovano 20 minuta, a potom presuto u erlenmajer i
profiltrirano kroz filter papir. Dobijeno je 148 mL
ekstrakta. Posle filtracije ekstrakt je uparen do 5 mL.

Hromatografija na koloni. Kolona je priprem-
ljena tako Sto je izmeSano 20 g aluminijum-oksida
(Al203) i 50 mL etanola. Kada se adsorbent istalo-
Zio, supernatant je dekantovan, a talog je ekvilibri-
san etanolom. Nakon ekvilibracije kolone naneto je
2.5 mL uzorka i sipano oko 50 mL etanola, a u 12
epruveta hvatane su frakcije od 3 mL.

Odredivanje apsorbance frakcija. Apsorbanca
frakcija odredivana je spektrofotometrom na talasnoj
duZini 220 nm. Frakcije koje su imale najvecu apsor-
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bancu koriS¢ene su daljem toku eksperimenta, s tim
Sto je jedna frakcija izbacena zbog sumnje da osim
oleandrina sadrzi joS neke primese. Preostale dve
frakcije su spojene, i ponovo izmerena apsorbanca, a
zatim izraCunata koncentracija pomocu Lambert-
Beer-ovog zakona:

A=¢clbh [t

A — apsorbanca

b — $irina kivete (1 cm)

¢ — koncentracija

€ — ekstinkcioni koeficijent (za oleandrin iznosi
15849).

Dobijeno je 5 mL rastvora oleandrina masene
koncentracije 0.13 g/L koji je koriScen za tretiranje
Zabljih srca.

Rezultati 1 diskusija

Iz tabele 1 se vidi da do povecanja energije sig-
nala dolazi kod svih jedinki, osim kod Zabe 2, gde je
energija izlaznog signala srca tretiranog samo Rin-
gerovim rastvorom bila veéa od energije izmerene
nakon delovanja rastvora oleandrina.

Tabela 1. Energije signala za prvih 5 Zaba

Ene_rogija signala Povedanje

[107° W] energije (puta)

R 0O1 02 01 02
zaba 1 0.6 1.6 8.7 267 145
Zaba 2 22 25 1.0 1.14 045
Zzaba 3 004 10 0.9 250 225
zaba 4 0.03 0.1 04 333 1333
zaba 5 03 6.1 5.6 2033 18.67

R - Ringer, Ol — oleandrin 1, O2 — oleandrin 2 (15-20 s)

1z tabele 2 se primecuje da je rastvor kardioto-
ni¢nog glikozida izazvao povecanje energije signala
kod vedine jedinki. Do smanjenja energije izlaznih
signala doslo je u drugom merenju kod zabe 7, u pr-
vom merenju kod Zabe 8 i Zabe 9, dok je kod Zabe
10 rastvor oleandrina izazvao isklju¢ivo smanjenje
energije izlaznog signala.

Rastvor oleandrina je na srca svih Zaba, osim na
srce zabe 10, delovao tako Sto je povecao snagu kon-
trakcije. Ovo se moZe zakljuciti jer je samo kod Zabe
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10 do$lo do smanjenja energije izlaznog signala
nakon delovanja rastvorom oleandrina, $to nije u
skladu sa ocekivanim rezultatima. Ovo odstupanje se
moZe objasniti samom prirodom ovog kardiotonika
ili ¢injenicom da se merenja ne vrSe na jednom veé
na 10 razlicitih srca.

Tabela 2. Energije signala za pet Zaba iz druge
grupe

Energija signala Povecanje
[107 W] energije
(puta)

Rl R2 O1 02 o1 02

Zaba 6 49 17 58 13 1.18 7.65
Zaba7 40 152 86 98 2.15 0.64
Zaba 8 17.6 667 5.1 764 029 1.15
Zaba 9 92 475 15 508 0.16 1.07
zaba 10 320 3480 300 890 094 026

R1 — Ringer 5 s, R2 — Ringer 10 s, Ol — oleandrin 5s,
02 - oleandrin 10 s
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Slika 1. Spektar signala (nakon filtriranja) srca koje je
tretirano samo Ringerovim rastvorom

Figure 1. Spectrum of heart signal (after filtration),
after treatment with Ringer’s solution
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Slika 2. Spektar signala (nakon filtriranja) srca koje je
tretirano Ringerovim rastvorom i rastvorom oleandrina

Figure 2. Spectrum of heart signal (after filtration),
after treatment with Ringer’s solution and oleandrin
solution

Uporedivanjem filtriranih spektara signala srca
svih Zaba obe grupe moZe se primetiti da se na frek-
venciji od 1 Hz konstantno pojavljuju 2 pika pribli-
Zno jednakih intenziteta, bez obzira da li je srce
tretirano samo Ringerovim rastvorom (slika 1) ili i
rastvorom oleandrina (slika 2). Ovaj rezultat poka-
zuje da rastvor ovog kardiotoni¢nog glikozida ne
uti¢e na frekvenciju rada srca, odnosno da mu ne re-
meti normalan ritam.

Zakljucak

1z rezultata dobijenih delovanjem rastvora olean-
drina na srce Zabe, moZe se zakljuciti da dolazi do
povecanja energije izlaznog signala, odnosno jacine
sr¢ane kontrakcije, a da se pri tom frekvencija srca
bitno ne menja. U vedcini slucajeva rastvor olean-
drina izazvao je povecanje energije izlaznog signala.
U pojedinim slu¢ajevima, verovatno zbog faktora
kao $to je sama priroda oleandrina, rastvor nije od-
mah ili uopste delovao. Cinjenica da ovaj kardio-
toni¢ni glikozid uti¢e na pojacanje srane
kontrakcije, a da ne remeti normalan ritam srca,
moZe se upotrebiti kao opravdanje za njegovu poten-
cijalnu upotrebu.
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Aleksandra Mandic¢

The Effect of Cardiac Glycoside
Oleandrin on Frog’s Heart

Oleander (Nerium oleander) is an evergreen
shrub, native only in the Mediterranean region. This
plant contains about 1.5% of cardiac glycosides. The
most important one is oleandrin which shows a
strong effect on the heart muscle.

The purpose of this project was to show olean-
drin’s effect on the outgoing signal energy and fre-
quency of a frog’s heart (Rana esculenta).

Oleandrin was extracted by column chromatog-
raphy from leaves and flowers of oleander. Alco-
holic solutions of oleandrin were used. The frogs’
hearts were prepared by in situ method (Nesi¢ 2000).
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Measurings were done on 10 frogs. There were two
groups and each contained 5 frogs. First, each heart
was treated with Ringer’s solution. In the first group
an oleandrin solution with a 0.013 g/L concentration
was used. In the second group frogs were treated
with a 0.026 g/L oleandrin solution. The solutions
were poured out in drops directly on frogs’ hearts.
The outgoing signal and frequency of hearts were
measured by the registration system in time periods
of 3, 5 and 10 seconds.

The results show that the oleandrin solution had
an effect on the heart muscle and it increased the
signal energy in almost every case. The only frog’s
heart that the oleandrin solution did not affect was
the heart of Frog 10. In this case, the solution did not
increase signal energy, it decreased it in both meas-
urings. Comparing heart signals of every frog from
both groups it can be seen that on a frequency of
1 Hz two peaks constantly show up, regardless of
whether the heart was treated with the Ringer or
oleandrin solution. This means that oleandrin solu-
tions had no effect on the frequency of the hearts.
From the results it can be concluded that oleandrin
increases outgoing signal energy, while the frequen-
cy of the heart is not changed. In some cases, prob-
ably because of the nature of this cardiac glycoside,
the solution had no effect on frog’s hearts. The fact
that oleandrin increases the force of contraction, but
has no effect on the frequency of the heart, can be
used for its potential use as a medicine. O
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