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Ispitivanje uticaja galne
kiseline na nervno-misi¢nu
sinapsu

Ispitivan je uticaj galne kiseline na akcioni potenci-
jal u nervno-misicnoj sinapsi. Kao model-sistem je
korisc¢en nervno-misicni preparat barske Zabe (Rana
Esculenta). Meren je akcioni potencijal nerva i
miSica. Korisc¢ena je galna kiselina u rasponu kon-
centracija od 0.5 do 5 mM. Za poredenje efekta je
koris§cen kalcijumski antagonist Cortiazem retard.
Pokazano je da galna kiselina pri svim koncentraci-
Jjama sniZava akcioni potencijal nerva, kao i da je
efekat pri koncentracijama 3.24+141 mM uporediv
sa efektom Cortiazem-a. Ispitivanjem je utvrdeno da
galna kiselina vezuje ekstracelularni kalcijum iz
nervno-misicne sinapse i na taj nacin remeti kon-
duktivnost sinapse, Sto predstavija novi podatak u
neurofiziologiji i moZe biti od znacaja za dalja is-
traZivanja.

Uvod

Nervno-miSiéna sinapsa je mesto prenosa ak-
cionog potencijala nervnog impulsa sa terminalnog
dugmeta nerva na miSi¢. Prenos se odvija otpuStanjem
odredene koli¢ine neurotransmitera iz presinapti¢kog
dela nerva. Neurotransmiter prenosi informaciju o ak-
cionom potencijalu na misiénu Celiju i time omogu-
dava provodjenje signala efektorskom organu.

U funkcionisanju sinapse vaznu ulogu igra kalci-
jum. Ekstracelularni kalcijum nakon otvaranja kalci-
jum-selektivnih voltazno-zavisnih kanala ulazi u
presinapticki deo nerva. Ovi kanali se otvaraju pri
promeni potencijala membrane koja je izazvana ak-
cionim potencijalom. Otvaranje kalcijum-selektivnih
voltaZznih kanala stvara kaskadnu reakciju koja
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omogucava ispuStanje neurotransmitera u sinapticku
pukotinu.

Tanini su sloZena, polifenolna jedinjenja bez
azota, molekulske mase od 500 do 3000. Na osnovu
gradivnih jedinica i hemijske prirode, mogu se izd-
vojiti dve osnovne grupe tanina: hidrolizirajuci (piro-
galni) i kondenzovani (katehinski) tanini.

Uticaj kondenzovanih tanina iz zelenog ¢aja na
enzime koji u€estvuju u inhibiciji neurotransmitera
ispitivan je na seminaru humane biohemije 2005
godine (Tomi¢ 2005). U svetlu ranijih istraZivanja
(Kim 2004, Hillhouse 2004), u ovom radu smo pret-
postavili da i hidrolizirajudi tanini zbog svoje grade
mogu imati uticaja na konduktivnost neuromisiéne
sinapse.

Galna kiselina, ili 34,5 trihidrobenzoeva Kkise-
lina, osnovni je gradivni molekul hidrolizirajucih
tanina. Usled prisustva nekoliko kiseonikovih atoma
koji doprinose negativnom naelektrisanju ovog mo-
lekula moguce je vezivanje pozitivnih metalnih jona,
kao Sto su joni kalcijuma ili magnezijuma (Grujié-
Injac 1983). Joni kalcijuma u sinapsi su ekstracelu-
larni, tako da postoji moguénost da se vezu za dodatu
galnu kiselinu, §to bi moglo da se uo¢i promenama u
provodjenju akcionog potencijala.

Cilj ovog istraZivanja je kvalitativno i kvantita-
tivno odredivanje dejstva galne kiseline na pro-
vodenje akcionog potencijala kroz nervno-misi¢nu
sinapsu.

Materijal i metode

Kao model sistem kori§¢en je nervno-mi§i¢ni
preparat Zabe (n. ischiadicus sa m. gastrocnemius).
Izolovanje nerva vr$eno je po standardizovanom
protokolu (www.biopac.com). Tokom izolacije
preparat je prelivan Ringerovim rastvorom da bi se
odrzala fizioloska aktivnost. Za vreme rada preparati
su ¢uvani u Ringerovom rastvoru na sobnoj tempera-
turi na tamnom mestu.
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KoriS¢en je Ringerov rastvor sastava 120 mM
NaCl, 2 mM CaClp, 5 mM Tris-HCI u destilovanoj
vodi.

Kori$¢eni Ringerov rastvor je modifikovan u od-
nosu na standardni Ringerov rastvor, jer je zbog spe-
cifi¢nosti eksperimenta neophodno da ne sadrZi jone
kalcijuma.

Rastvori galne kiseline pravljeni su u modifik-
ovanom Ringerovom rastvoru.

Kao referentni standard kori$¢en je komercijalni
lek Cortiazem retard®, koji je antagonist kalcijuma.
Zajednic¢ko za sve komercijalne antagoniste kalci-
juma je mehanizam delovanja koji se ogleda u bloki-
ranju receptora na povrsini celije.

Kadica za merenje akcionog potencijala
postavljena je na masivni stalak (slika 1). Prve dve,
od pet bakarnih Zica u kadici, povezane su sa stimu-
latornim osciloskopom. Nerv je stimulisan pravou-
gaonim signalom naizmeni¢ne struje amplitude
300-400 mV i frekvencije 1.5 kHz. Stimulus je tra-
jao 100 ms (Drewes 1999).

Standardne osciloskopske merne sonde povezane
su sa preostale tri Zice tako da je izmedu dve koje
mere voltaZu postavljeno uzemljenje. Nedostatak
koriséenih sondi je visok nivo generisanog Suma.
Nivo Suma je oslabljen postavljanjem celokupne
aparature u Faradejev kavez.

Kako nivo generisanog Suma nije bio dovoljno
oslabljen za kvalitetnu obradu rezultata, pre dalje
analize signal je filtriran.

Posto je realizacija efikasnog filtera jednostanija
ako je signal diskretizovan po vremenu i amplitudi,
odnosno ako je re¢ o digitalnom signalu, neophodno
je konvertovati signale sa mernih sondi. U tu svrhu
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Slika 1. Skica aparature

Figure 1. Instrumental setup
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je koriS¢ena osmobitna kartica GageScope, koja
predstavlja A/D konvertor. Kartica ima moguénost
podesavanja dinamickog opsega ulaznog analognog
signala, tako da je moguce u nekoj meri kompen-
zovati kvantizacione efekte koji su posledica nedo-
voljnog broja bita za digitalnu predstavu vrednosti
merenog signala. Ucestanost odabiranja (engl. sam-
ple rate) od 1 MHz je sasvim dovoljna za efikasnu
obradu signala.

Filter je realizovan u programskom paketu Mat-
lab 6.5 koriS¢enjem njegovog sastavnog dela za di-
zajn i analizu digitalnih filtera (Filter Design and
Analysis Tool). Posto je bilo potrebno eliminisati vi-
sokofrekventni Sum, koriScen je niskofrekventni filter.

Pri merenju preparat je postavljan u kadicu tako
da nerv naleZe na dve stimulatorne, jednu mernu
Zicu, i uzemljenje, dok je na drugu mernu Zicu
postavljan miSi¢. Akcioni potencijal je meren u od-
nosu na uzemljenje. Prva sonda beleZi napon nerva,
a druga napon izmedu tac¢ke na nervu i miSicu
(Drewes 1999).

Sinapticki prenos akcionog potencijala, kao i
sam akcioni potencijal, specifi¢ni su za razlicite jed-
inke i nervno-miSi¢ne preparate. Za razli¢ite nervno-
miSiéne preparate Zabe opseg amplitude akcionog
potencijala varira za 0.006 mV, §to nije zanemarljivo
u odnosu na srednju vrednost od 0.024 mV.

1z tih razloga akcioni potencijal svakog preparata
meren je dva puta i to:

— prvo merenje je kontrolno merenje preparata

— drugo merenje je merenje preparata tretira-

nog odgovarajuéim rastvorom.

Nakon kontrolnog merenja preparat je postavljan
u neprozirnu posudu sa pripremljenim rastvorom
supstance, gde je inkubiran 3 minuta na sobnoj tem-
peraturi (Sivoriova et al. 2004).

Koriséene su koncentracije galne kiseline od 5,
2.5, 11 0.5 mM. Ove koncentracije su izabrane tako
da odgovaraju koncentraciji kalcijuma u sinapsi (oko
5 mM). Od raspolozivih 20 preparata po 6 je iz-
abrano za merenje sa najvecom i najmanjom kon-
centracijom galne kiseline, dok je za
medukoncentracije izvrSeno po 4 merenja.

IzvrSeno je i 6 merenja na preparatima tretiranim
rastvorom Cortiazem-a. Koncentracija rastvora Cor-
tiazem-a koja je koriSéena iznosi 0.4 mg/mL i odgo-
vara terapijskoj dozi kod ¢oveka.

Posle obrade i filtriranja signala sa mernih sondi
dobijeni su grafici zavisnosti voltaZze akcionog po-
tencijala od vremena. Na njima se jasno izdvaja
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oblik krive koji odgovara krivi akcionog potencijala.
Ocitavane su vrednosti amplitude akcionog potenci-
jala i vremena njegovog trajanja. Uporedivane su
amplitude akcionog potencijala pre i posle tretiranja
pojedinacnog preparata.

Rezultati i diskusija

Dobijene vrednosti amplituda kontrolnih ak-
cionih potencijala i akcionih potencijala na nervima
nakon tretiranja preparata rastvorima galne kiseline
imaju istu vrednost, §to potvrduje pretpostavku da
galna kiselina uti¢e na sinapticke procese, a ne utice
na provodenje akcionog potencijala nerva.

Obradom vrednosti amplitude akcionog potenci-
jala kontrolne grupe i grupe preparata tretiranih Cor-
tiazem-om (koriSéen je Wilcoxon-ov test vezanih
parova) dobijena je statisticki znafajna razlika
(p < 0.03) u vrednosti amplitude izmedu akcionog
potencijala kontrolnog i tretiranog nerva.

Isti test primenjen je i pri obradi rezultata za
razliCite koncentracije galne kiseline. Statisticki zna-
¢ajna razlika (p < 0.03) dobijena je u grupama sa
koncentracijama galne kiseline 5 i 0.5 mM. U druge
dve grupe, sa koncentracijama od 2.5 i 1 mM nije
dobijena statistiCki znacajna razlika (p = 0.07), naj-
verovatnije zbog malog uzorka.

Zavisnost promene srednje vrednosti amplitude
akcionog potencijala od koncentracije galne kiseline
kojom je preparat tretiran data je na slici 3.

Sa grafika na slici 3 uocava se da se kriva blizi
asimptoti (zasi¢enju) pri vrednostima galne kiseline
od oko 5 mM, §to odgovara koncentraciji ekstracelu-
larnog kalcijuma u sinapsi. Koncentracija Cortiazem
od 0.4 mg/mL delovala je na nerv priblizno podjed-
nako kao galna kiselina koncentracije 3.2 +1.4 mM.

Ukoliko bi galna kiselina blokirala kalcijum-za-
visne kanale, vrednost za koncentraciju pri kojoj do-
lazi do zasicenja bi verovatno bila znatno niZa, usled
malog broja kanala u odnosu na koncentraciju kalci-
juma. Ne moze se iskljuciti mogucnost da kanali za
kalcijum imaju nizak afinitet za galnu kiselinu, pri
¢emu pokazuju prividno veliku vrednost koncen-
tracije neophodnu za zasiéenje. Da bi se ova hipo-
teza odbacila neophodno je izvrSiti protein-ligand
“docking” simulacije i ustanoviti afinitet kanala za
galnu kiselinu.

Dobijeni rezultati govore da galna kiselina do-
vodi do promena u provodenju akcionog potencijala
na sinapsi, vezivanjem jona kalcijuma iz sinapticke
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Slika 3. Zavisnosti promene amplitude akcionog

potencijala od koncentracije galne kiseline sa
prikazanim dejstvom kortiazema i pojasom greske

Figure 3.. Dependance of amplitude change of action
potential from galic acid concentration with marked
cortiasem action

pukotine. Smanjenjem koncentracije raspoloZivog kal-
cijuma dolazi do smanjenog otpustanja neurotransmit-
era 1 manjeg intenziteta signala u miSi¢noj Celiji.

Zakljucak

Ustanovljeno je da galna kiselina remeti normal-
no provodenje akcionog potencijala, Sto ide u prilog
nasoj pretpostavci da hidrolizirajuéi tanini imaju uti-
caj na konduktivnost nervno-miSi¢ne sinapse. Pret-
postavlja se da to dejstvo ostvaruje vezivanjem jona
kalcijuma. Kao referentni standard koriSc¢en je komer-
cijalni lek Cortiazem retard” u koncentraciji 0.4
mg/mL. Koncentracije galne kiseline od oko 5 mM
izazivaju znacajan pad vrednosti amplitude akcionog
potencijala. Utvrdeno je da Cortiazem retard u
koriSéenoj koncentraciji ostvaruje isti efekat na
promenu akcionog potencijala kao galna kiselina u
koncentraciji 3.2 + 1.4 mM.

Dobijeni rezultati ukazuju da galna kiselina utice
na provodenje nervnog impulsa. Ovo otvara moguc-
nosti za istrazZivanja u kojim bi se razmotrila eventu-
alna terapijska primena galne kiseline u lecenju
nervnih oboljenja. U daljim istraZivanjima bi trebalo
povedati broj merenja i broj razli¢itih koncentracija
galne kiseline. Sem toga, potrebno je izvrSiti kompjut-
erske simulacije da bi se utvrdio tacan mehanizam de-
jstva galne kiseline.
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Tijana Jevti¢

Effect of Gallic Acid on
Neuromuscular Synapse

Neuromuscular synapse is the place where an
action potential is transferred from nerve to muscle.
The most important ion in the synapse is calcium.
It causes the release of neurotransmitters that carry
information about action potential to the muscle.

Tannins are complex, polyphenolic compounds
without nitrogen, with molecular weight ranging
from 500 to 3000. Tannins are usually divided into
hydrolysable tannins and condensed tannins. Gallic
acid is the primary building block of hydrolysable
tannins. Gallic acid contains several oxygen atoms
in its hydroxyl group, so it can bind calcium and
other metal ions. Numerous papers investigate the
effect of condensed tannins on the inhibition of en-
zymes that regulate neural transmission.

The purpose of this study is to determine the
quantitative and qualitative effect of Gallic acid on
the conductivity of neuromuscular synapse.

Neuromuscular preparation of the frog (n. is-
chiadicus with m. gastrocnemius) is used as a
model system for measuring action potential. Com-
ercial medicine Cortiazem retard, which is a cal-
cium antagonist, is used for comparing the effect on
synaptic transmission with gallic acid. Concentra-
tions of gallic acid were 5 mM, 2.5 mM, 1 mM, 0.5
mM. The concentration of Cortiazem retard was
0.4 mg/mL. Action potentials were recorded in a
custom-made apparatus for signal detection and am-
plification. GageScope and MatLab toolkits were
used for signal filtering and processing.

We have concluded that gallic acid does not
affect the nerve, and that the changes in action po-
tential amplitude result from changes in the synaptic
transmission. Amplitudes of action potential de-
creased significantly (p < 0.03) at SmM concentra-
tion. This concentration coresponds to that of
extracellular calcium in synapse. A 3.2£0.4 mM
concentration of gallic acid achieved the same ef-
fect as the used concentration of Cortiazem retard.

It is possible that gallic acid binds extracellu-
lar calcium from the synapse and disturbs normal
crossing of action potential through the synapse.
Further analyses should be carried out in order to
clarify the exact binding mehanism of gallic acid()
and calcium.
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