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SUMMARY

Although, nowadays there are many studies about their features, the metabolic effects of lichens are not
exactly explained. Especially in the recent years has been increasing more and more the therapeutic use of
lichens along with many studies in the field of alternative medicine. In this research was aimed that of the
extract obtained from Usnea longissima Ach. lichen species investigate the effect on rat motility in vitro. In this
study was used twenty four piece adult male Sprague Dawley rats. The rats were euthanized by cervical
dislocation method under anesthetized. Ileum was isolated by opening abdomen. After the dissection of the
ileum, muscle strips were placed 20 ml organ bath that contained Krebs solution. To tissue was applied 1 g
tension and incubated for 1 hour period. At the end of the incubation period, acetylcholine (ACh; 10-7, 10-6, 10-
5,104, 10-3 M), potassium chloride (KCI; 20, 40, 60, 80, 100 mM) and the various doses of Usnea longissima
Ach. extract (0.012, 0.12, 1.2, 12, 120 pg/ml) were applied to bath according to the protocol. The obtained
data were evaluated with Turkey test the one-way ANOVA. It was determined that different doses of Usnea
longissima Ach. were inhibited to smooth muscle contractility of the rats ileum which was induced by ACh and
KCL It is thought that of the inhibitory effect to ACh responses of Usnea longissima Ach. may be through
muscarinic mechanism and also of the inhibitory effect to KCI responses may be through L-type voltage-
sensitive calcium (Ca?*) channels.
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OZET

Usnea Longissima Ach. Liken Tiiriinden Elde Edilen Total Ekstraktin in Vitro
Ortamda Rat ileum Motilitesi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Giintimiizde likenlerin &zellikleri ile ilgili bircok ¢alisma bulunmasina ragmen metabolik etkileri tam olarak
ortaya konulamamustir. Ozellikle son yillarda alternatif tip alaninda yapilan bircok calismayla beraber
likenlerin terapotik kullanimlar1 gittikce artmaktadir. Bu arastirmada Usnea longissima Ach. liken tiiriinden
elde edilen ekstraktin in vitro rat ileum motilitesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu ¢alismada 24
adet erkek ergin Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Ratlar anestezi altinda servikal dislokasyon metodu ile
otenazi edildi. Ratlarin abdomenleri acilarak ileum izole edildi. ileumun temizligi yapildiktan sonra
hazirlanan kas seritleri, icerisinde Krebs soliisyonu bulunan 20 ml'lik organ banyosuna yerlestirildi. Dokuya 1
gram (g) gerim uygulanarak 1 saatlik inkiibasyon periyoduna birakildi. inkiibasyon periyodu sonunda
banyoya asetilkolin (ACh, 10-7, 106, 10-5, 10-4, 10-3 M), potasyum Kkloriir (KCl, 20, 40, 60, 80, 100 mM) ve Usnea
longissima Ach. ekstrakti gesitli dozlarda (0.012, 0.12,1.2, 12, 120 pg/ml) bir protokol ¢ercevesinde uygulandi.
Elde edilen degerler one way ANOVA’'da Tukey testi ile degerlendirildi. Usnea longissima Ach.’min farkli
dozlarinin, ACh ve KCl ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraktilitesini inhibe ettigi belirlendi. Usnea
longissima Ach.’'nin ACh cevaplarinm baskilayici etkisinin muskarinik mekanizma iizerinden, KCl cevaplarini
baskilayic1 etkisinin ise voltaja duyarli L tipi kalsiyum (Ca2+) kanallar1 iizerinden olabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ACh, lleum, KCI, Liken, Rat, Usnea longissima Ach

GIRiS

biitin halinde meydana getirdikleri simbiyotik (ortak
yagsam) birliklerdir (Giiner 1986; Aslan ve Oztiirk 1994;

Likenler genellikle mantarlar, algler ve bazen de Blasco ve ark. 2011). Likenlerin cok cesitli alanlarda

ciyanobakteriler ile birleserek morfolojik ve fizyolojik bir

degisik kullanim potansiyelleri vardir (Tutel 1986; Aslan
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ve Celebi 2014). Likenlerin giliniimiizde tibbi olarak
antibakteriyel (Vartia 1950; Aslan ve ark. 1999), antiviral
(Neamati ve ark. 1997), antitiimoral (Yamamoto ve ark.
1995), antiprotozoal (Fournet ve ark. 1997), antioksidan
(Atalay ve ark. 2011), antienflamatuar, analjezik,
antipiretik (Okuyama ve ark. 1995; Vijayakumar ve ark.
2000), antiproliferatif (Huneck 1999), antiiilserojenik
(Halici ve ark. 2005) gibi bir¢cok etkilerinin oldugu ifade
edilmektedir. Bunlarin yani sira halk arasinda likenlerden
soguk alginliklari, bagirsak kurtlarinin diistiriilmesi, alerji,
atesli hastaliklar, sarilik, cilt hastaliklari, humma nébetleri,
bogmaca, dksiiriik ve solunum yolu hastaliklar1 ve kemik
kiriklarinin tedavi edilmesinde istifade edilmistir (Huneck
1999; Brodo ve ark. 2001). Alternatif tipta ve halk arasinda
kullanilan liken tiirlerinden birisi de Usnea longissima
Ach.dir. Usnea longissima Ach.’nin halk arasinda balgam
soktiiriicii ve mide koruyucu etkisinin bilinmesinin yani
sira, mide tlseri, kemik kiriklar1 ve deri doékiintiilerinin
tedavisinde de kullanilan bir liken tiiri oldugu
bildirilmektedir (Tokat 2004). Gastrointestinal sistem
izerine koruyucu ve mide iilserlerini iyilestirici etkileri
olan Usnea longissima Ach.’nin bu etki mekanizmasinin
klasik yara iyilestirilmesi siireci ile ilgili olarak birtakim
antioksidan sistemler {izerinden etkili oldugu ifade
edilmektedir (Chopra ve ark. 1958). Gastrointestinal
sistem {lizerinde bu tiir etkileri olan Usnea longissima
Ach.’nin gastrointestinal sistemdeki diiz kaslarin motilitesi
izerine etkileri ile alakali herhangi bir literatiir bilgiye
rastlanilmamistir. Yapilan bu ¢alismada, Usnea longissima
Ach. akoz ekstraktinin ratlarda in vitro ileum motilitesi
uzerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu cahgma, Atatiirk Universitesi Rektdrligi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 24.02.2014 tarih ve
36643897-53 sayili yazisinda belirtilen Etik Kurul
Raporunun 255 nolu karari ile onaylandi. Calismanin tiim
deneysel uygulamalar1 ve agamalar1 Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi ile Atatiirk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Bu ¢alismada, Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen ortalama 220-250 g agirliginda,
3-4 aylik, 24 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildl.
Tim hayvanlar standart bakim ve besleme Kkurallarina
uygun sartlarda barindirildi. Deneyler stiresince Etik Kurul
kosullarina riayet edildi.

Usnea longissima Ach. yabanci bitki ve otlardan
arindirilarak temizlendikten sonra oda sicakliginda
kurutulup 6giitiicii yardim ile toz haline getirildi (Aslan
2000). Toz haline getirilen liken 6rneginden 20 g alind,
Soxholet cihazina ekstraksiyon kaplar1 igerisine
yerlestirildi, metanol ¢ozeltisi ile ekstraksiyonu yapild1 ve
elde edilen ekstre evapore edildi. Elde edilen pelte
kivamindaki total ekstre +4°C’ta muhafaza edildi. Temin
edilen ekstraktin final konsantrasyonu 0.012, 0.12, 1.2, 12
ve 120 pg/ml olacak sekilde bes farkhh dozu dimetil
siilfoksitte (DMSO) ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Rat ileum Dokusunun izole Organ Preparat1 Olarak
Hazirlanmasi

Standart sartlarda bakim ve beslemesi yapilan ratlar
ketamine hydrochloride (Ketalar: 75 mg/kg) ve xylazine
(Rompun: 15 mg/kg) esliginde anesteziye alinarak
servikal dislokasyon yodntemi ile 6tenazi edildi. Ratlarin
abdomeni median hat boyunca agilarak ileumdan 5 cm
uzunlugunda bir béliim izole edildi. izole edilen ileum
dokusu, icerisinde soguk krebs soliisyonu (NaCl 119 mM;
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KCl 4.75 mM; CaClz 2.5 mM; KH2PO4 1.2 mM; NaHCOs 25
mM; MgS04 1.5 mM; glucose 11 mM; pH 7.4) (Borrelli ve
ark. 2009) bulunan petriye alinarak ¢evresinde bulunan
bag doku, kan damarlar1 ve ileumun liimen igerigi
temizlendi. Temizlik islemi tamamlanan ileumdan 1-1.5
cm (Sagmanhigil ve ark. 1994; Borrelli ve ark. 2009)
uzunlugunda kesitler alinarak iki veya ii¢ kas seridi
hazirlandi. Hazirlanan diz kas seritleri pH'st 7.4 ve
sicakligr 37°C olan, % 95 02 ve % 5 CO: ile gazlandirilan
(Rigano ve ark. 2013) krebs soliisyonu iceren 20 ml’lik
organ banyosuna yerlestirilerek alt ucu banyo tabanindaki
celik ¢cengele list ucu ise bir celik tel ile transdusere (EL]J-
S045C-EMKA-R04003 ve R04004) baglandi. Dokuya 1 g
gerim uygulanarak 1 saatlik inkiibasyon periyoduna tabi
tutuldu (Verspohl ve ark. 2013) ve bu siire zarfinda her 15
dk’da bir banyo yikanarak yeni krebs soliisyonu ile
dolduruldu. Inkiibasyon periyodu bitiminde ileum diiz kas
kontraksiyonlar1 ACh (10-7, 10-6, 10-5, 10-4, 10-3 M) ve KCl
(20, 40, 60, 80, 100 mM)'nin farkh dozlar ile kiimiilatif
olarak indiiklendi. Kiimilatif doz cevap egrileri
belirlendikten sonra dokular yikanip dinlendirilerek bu
islem ¢ kez tekrar edildi. Daha sonra Usnea longissima
Ach/nin 0.012 pg/ml dozu banyoya verildi ve 6 dk'lik
maruziyet sliresi sonunda ACh ve KClI'nin belirlenen
dozlar1 banyoya kiimiilatif uygulanarak kontraksiyonlar
indiklendi ve Usnea longissima Ach/nin 0.012 pg/ml
dozunun etkisi belirlendi. Bu protokol Usnea longissima
Ach/nin 0.12 pg/ml, 1.2 pg/ml, 12 pg/ml ve 120 pg/ml
dozlari ile de yapildi.

istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
SPSS20 istatistik programi kullanilarak yapildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde One Way ANOVA’da Tukey testi
uygulandi. Degerler, ortalama (X)+Standard sapma (SD)
olarak verildi. P<0.05 degerleri anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismada ACh (10-7-10-3 M) ve KCI (20, 40, 60, 80 ve 100
mM)'nin kiimiilatif dozlari ile indiiklenen in vitro rat ileum
diiz kas kontraktilitesi iizerine Usnea longissima Ach.’nin
bes farkli dozunun (0.012, 0.12, 1.2, 12 ve 120 pg/ml)
etkileri Sekil 1, 2, 3 ve 4'te goriilmektedir.

TARTISMA ve SONUC

Antiinflammatuvar, anti-lilserojenik ve antioksidan
rollerinden dolay1 Usnea longissima Ach. liken tiri
tizerinde yapilan calismalar giderek artmaktadir. Usnea
longissima Ach.’nin metanol ekstresinin gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir
(Odabasoglu ve ark 2004). Ratlarda indometazin ile
olusturulan mukozal hasar ve antioksidant enzim
aktivitesi Ulzerine Usnea Ilongissima Ach.’nin sulu
ekstraktinin indometasin kaynakl iilserlerde koruyucu bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Halici ve ark. 2005).
Ayrica Usnea longissima Ach.’dan elde edilen diffraktaik
asidin indometasin ile indiiklenen mide lezyonlarinda
gastroprotektif etkisinin antioksidan savunma sistemleri
tizerindeki etkilerine baglh oldugu belirlenmistir (Bayir ve
ark. 2006). Bir diger calismada Usnea longissima Ach.’dan
izole edilen usnik asidin 25, 50, 100 ve 200 mg/kg
dozlarinin, siganlarda indometazin kaynakli mide lserini
onemli Olciide azalttigl rapor edilmistir (Odabasoglu ve
ark. 2006).
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Sekil 1. ACh'nin 10-7-10-3 M logaritmik dozlari ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraktilitesi iizerine Usnea
longissima Ach.nin 5 farkli dozunun yiizde olarak etkileri.

Figure 1. The effects as the percentage of Usnea longissima Ach. 5 different doses on in vitro rat ileum smooth muscle
contractility with induced 10-7-10-3 M logarithmic doses of ACh.
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Sekil 3. KCI'nin 20-100 mM dozlari ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraktilitesi tizerine Usnea longissima Ach.'nin
5 farkli dozunun ytizde olarak etkileri.

Figure 3. The effects as the percentage of Usnea longissima Ach. 5 different doses on in vitro rat ileum smooth muscle
contractility with induced 20-100 mM doses of KCl.
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Sekil 2. 107-103 M ACh'nin logaritmik dozlarn

ileindiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraktilitesi
izerine Usnea longissima Ach./nin 5 farkli dozunun gram
olarak etkisi.

Figure 2. The effects as the gram of Usnea longissima Ach.
5 different doses on in vitro rat ileum smooth muscle

contractility with induced 10-7-10-3 M logarithmic doses of
ACh.
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Sekil 4. 20-100 mM KCI dozlari ile indiiklenen in vitro rat
ileum diiz kas kontraktilitesi iizerine Usnea longissima
Ach./nin 5 farkli dozunun gram olarak etkisi.

Figure 4. The effects as the gram of Usnea longissima Ach.
5 different doses on in vitro rat ileum smooth muscle
contractility with induced 20-100 mM doses of KCL.

Yapilan literatiir taramalarinda Usnea longissima’nin
gastrointestinal sistemdeki diiz kas kontraktilitesi tizerine
etkilerini inceleyen  herhangi  bir  arastirmaya
rastlanilamamistir. Bu ¢alismada gastrointestinal sistemin
o6nemli bir béliimiini ihtiva eden ince bagirsaklarin ileum
kismini olusturan kas dokusunun miyojenik aktiviteleri
uzerine Usnea longissima Ach./nin 5 farkli dozun ACh ve
KCl ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraktilitesi
uzerine etkileri arastirildi.

Bu ¢alismada, KCI'nin 20, 40, 60, 80 ve 100 mM dozlar1
banyoya kiimiilatif uygulanarak, bu dozlarla indiiklenen
rat ileum diiz kas kontraksiyonlarinin doz cevap egrisi elde
edildi. Deney sonuglarina gore, banyoda Usnea longissima
Ach/nin 0.012 ve 1.2 pg/ml dozlarinin varliginda, KCI
dozlarinin cevaplarinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklige neden olmadig: belirlendi (p>0.05, n=12, Sekil
3 ve 4). Usnea longissima Ach.nin 12 pg/ml dozu, KCl'nin
40, 60, 80 mM dozlar ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz
kas kontraksiyon cevaplarini baskiladig goriildii (p<0.05,
n=12, Sekil 3 ve 4). Usnea longissima Ach.nin 120 pg/ml
dozu ise, KCI'nin 20, 40, 60, 80 ve 100 mM dozlan ile
indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraksiyon
cevaplarini baskiladig: tespit edildi (p<0.05, n=12, Sekil 3
ve 4).
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Usnea longissima Ach’nin farkli dozlarimin KCI ile
indiiklenen ileum diiz kas kontraksiyon cevaplarini
baskilayic1 etkisinin voltaja duyarli L tipi Ca?* kanallari
tizerinden oldugu disiiniilmektedir. Ciinkii diiz kas
kontraksiyonlar1 KCI ile indiiklendigi zaman ortamda
potasyum (K+*) yogunlugunun artmasina bagh olarak kas
hiicrelerinde  depolarizasyon meydana gelir. Kas
fibrillerlerinde meydana gelen depolarizasyon voltaja
duyarli L tipi Ca?* kanallarinin ac¢ilmasina sebep olur.
Voltaja duyarli Ca2+ kanallarinin ac¢ilmasi araciligl ile de
ekstraselliiler alandan hiicre igine Ca2?* girisi meydana
gelmektedir (Boustie ] ve Grube M 2005). Ayrica hiicre ici
Ca2+ konsantrasyonunun artmasina bagl olarak hiicre i¢i
Ca2+ depolarindaki Caz* serbest birakilmaktadir (Anderson
1993). Bu olaylar sonucunda diiz kasta kasilim meydana
gelmektedir.

Bu ¢alismada, ACh'nin 10-7-10-3 M logaritmik doz aralig1
banyoya kiimiilatif uygulanarak, bu dozlarla indiiklenen
rat ileum diiz kas kontraksiyonlarinin doz cevap egrisi elde
edildi. Deney sonuglarina goére banyoda Usnea longissima
Ach./nin en diisiik dozu olarak kullandigimiz 0.012 pg/ml
dozunun, ACh dozlarinin cevaplarinda istatistiksel olarak
anlaml bir degisiklige neden olmadig1 belirlendi (p>0.05,
n=12, Sekil 1 ve 2). Usnea longissima Ach.’nin 12 pg/ml
dozu ise, ACh’'nin 107, 10-5, 104 ve 103 M dozlan ile
indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraksiyonlarini
baskiladig1 gozlemlendi (p<0.05, n=12, Sekil 1 ve 2).
Calismamizda, Usnea longissima Ach’nin 120 pg/ml
dozunun doza bagimh olarak ACh 10-7, 10-6, 10-5, 104, 10-3
M ile indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraksiyon
cevaplarini baskiladigl saptand1 (p<0.05, n=12, Sekil 1 ve
2).

Diiz kas kontraksiyonlar1 ACh ile indiiklendiginde, ACh M3
reseptorlerine baglanir ve fosfolipaz C aktive olarak
inozitol trifosfat (IP3) olusumuna neden olmaktadir. IP3
ise endoplazmik retikulumdan Ca?* salinimini uyararak
kalmodulinin konformasyonel degisime ugramasina yol
acmaktadir ve bunun sonucunda da diiz kasta kasilma
meydana gelmektedir. Ayrica ACh M3 reseptorlerine
baglandig1 zaman, voltaja duyarh L tipi Ca2* kanallarindan
hiicre igine Ca?* girisini artirarak, diiz kasin kasilmasini
saglamaktadir (Andersson ve Wein 2004). Usnea
longissima Ach/nin farklli dozlarimin ACh cevaplari
baskilayic1 etkisi {ic mekanizma iizerinden olabilir. Ilk
olarak, Usnea longissima Ach.’nin M3 reseptdr yolagini
kapatmasi sonucunda ACh’nin etkisi azalabilir. ikinci
olarak, voltaja duyarlh L tipi Ca2* kanallarini bloke ederek
ekstraselliiler bolgeden hiicre igine Ca2+ girisini
engellemesi sonucunda baskilayicr etki gosterebilir.
Ugiincii yol olarak, her iki yolagl bloke ederek ACh’nin
etkisini azaltmis olabilir. Bu calisma, Usnea longissima
Ach.’nin voltaja duyarh L tipi CaZ* kanallari lizerinden de
etkili olabilecegini hatira getirmektedir. Usnea longissima
Ach/nin ACh ile indiiklenen ileum diiz kas kontraktil
cevaplarini baskilayic etkisinin, voltaja duyarh L tipi Ca2*
kanallarinin yanisira Ms reseptor yolag lizerinden de olup
olmadig1 farkli bir ¢alisma konusu olarak Ms reseptor
blokoérii varliginda Usnea longissima Ach.’nin dozlarinin
etkileri arastirilarak belirlenebilir.

Sonug olarak bu ¢alismada; Usnea longissima Ach.'nin 12
ve 120 pg/ml dozlarinin, ACh ve KCI'nin farkh dozlarn ile
indiiklenen in vitro rat ileum diiz kas kontraksiyonlarini
inhibe edici etkisinin varlig: belirlendi.
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