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Oz: Civanpercemi (CP) alternatif tipta yaygin olarak kullaniimakta ve yapisinda bircok bilesikle birlikte Luteolin de
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, CP metanol ekstrakti ve Luteolin’in izole rat mesane diiz kas kontraktilitesi lizerine etkileri
arastinldi. Calismada 20 adet erkek Sprague Dawley rat kullanildi ve ratlar anestezi altinda dekapite edildiler. izole edilen
mesanelerin temizlikleri yapildi ve mesanelerden hazirlanan kas seritleri organ banyosuna asildi. Dokuya 1 gram gerim
uygulandi ve 1 saatlik inkiibasyon periyoduna birakildi. inkilbasyon periyodu sonunda banyoya CP ekstrakti, Luteolin,
asetilkolin (ACh), potasyum klorir (KCl) ve Nifedipin bir protokol gergevesinde uygulandi. Veriler one way ANOVA’da Tukey
testiile degerlendirildi. CP ekstrakti ve Luteolin’nin farkli dozlarinin, ACh ve KCl ile indliklenen izole mesane kontraksiyonlarini
inhibe ettikleri belirlendi. ACh’nin submaksimal dozu ile indiiklenen kontraksiyonlarin banyoda Nifedipin varliginda CP
ekstrakti ve Luteolin ile daha gii¢li bir sekilde baskilandig gériildi. KCI'nin submaksimal dozu ile indiiklenen kontaksiyonlari
CP ekstrakti ile Nifedipin’in birlikte daha fazla inhibe ettikleri belirlendi, ancak banyoda Nifedipin varliginda Luteolin’in
etkisinin degismedigi tespit edildi. Bu calismada CP ekstrakti ve Luteolin’nin farkl dozlarinin mesane diiz kas kontraksiyonlarini
inhibe ettikleri ve CP ekstrakti ve Luteolin’in L tipi CaZ* kanallari araciligiyla etkili olurken, CP ekstraktinin ayrica M reseptor
yolagi tizerinden de etkili olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Civanpergemi, Luteolin, Mesane, Rat.

The Effects of Achillea millefolium (Yarrow) Extract and Luteolin on In Vitro
Rat Urinary Bladder Muscles

Abstract: Yarrow (CP) is commonly used in alternative medicine and in its structure is found Luteolin together with many
compounds. In this study, effects of CP methanol extract and Luteolin on isolated rat bladder smooth muscle contractility
were investigated. In the study, twenty male Sprague Dawley rats were used and the rats were decapitated under anesthesia.
The cleaning of isolated bladders were done and muscle strips prepared from the bladders were placed to organ baths. The
tissues were applied to 1 gram tesnion and left for 1 hour incubation period. At the end of the incubation period, CP extract,
Luteolin, acetylcholine (ACh), potassium chloride (KCl) and Nifedipine was applied with a protocol the bath. Data were
evaluated by Tukey test in one way ANOVA. It was determined that different doses of CP extract and Luteolin inhibited the
isolated bladder contractility induced by ACh and KCl. It was seen that of the contractions induced by ACh submaximal dose
more strongly suppressed by CP extract and Luteolin in the presence of Nifedipine in the bath. Subcutaneous dose-induced
indications of KCI were found to be more inhibitory in co-existence of CP extract and Nifedipine. It was determined that
together with CP extract and Nifedipine were more inhibited the KCI's submaximal dose-induced contractions, but but the
effect of Luteolin in the presence of Nifedipine in bath was not changed. In this study, it was assigned that inhibiting the
bladder smooth muscle contractions of different doses of CP extract and Luteolin and of CP extract to be also effective on the
M3 receptor pathway.

Keywords: Luteolin, Rat, Urinary bladder, Yarrow.
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GiRIS

A cesitli bolgelerinde yetisen, ¢ok yillik bir bitki
tirddar (1-4). Alternatif tipta sikhkla kullanilan

chillea millefolium (civanpergemi) diinyanin

Civanpergemi (CP)'nin (5) yapisinda 100’den fazla
biyolojik aktif bilesik bulunmaktadir (6). CP’nin
yapisindaki bilesiklerin glicli antioksidan aktivitelere
sahip olduklari bilinmektedir (7). CP ayni zamanda
antimikrobiyal, iltihabi azalticl, karaciger koruyucu ve
kalsiyum (Ca?*) antagonist aktivitelere sahiptir (8,9).
CP metanol ekstraktinin hipotansif ve vazodilatator
etkiye sahip oldugu (10) ve bu etkinin yapisinda
bulunan  artemetin  bilesiginin  Anjiyotensin
Konverting Enzim’i inhibe etmesiyle gergeklestigi
belirlenmistir (11). CP sulu ekstraktinin farelerde in
vitro mide diiz kas kontraksiyonlarini indiikledigi (12)
ve CP’nin yapisindaki flavonoidlerin izole ileum diiz
kas kontraksiyon cevaplarini azalttiklar rapor
edilmistir (13-15). in vitro kobay ileumunda yapilan
bir CP’nin  hidroalkolik

ekstraktinin doza bagimh olarak elektriksel alan

baska c¢alismada ise,
stimllasyonu (EFS) ile indlklenen kontraksiyonlari
inhibe ettigi tespit edilmistir (16). CP’nin yapisinda
bulunan flavonoid bilesikler, izole kobay ileumunda

Ca?”nin hiicre icine akimini bloke ederek spazmolitik

etki olusturmaktadirlar (15). CP’nin yapisinda
bulunan biyolojik aktif bilesiklerden birisi de
Luteolin’dir (17). Luteolin antiinflamatuar ve

antikanser etkilere sahip bir flavonoidtir (18,19).
Luteolin reaktif oksijen ve nitrojen molekillerini
ortadan kaldirarak antioksidan etki olusturmaktadir
(20). Bu etkilerinin yani sira, damarlarda glicli bir
vazodilatatér olan nitrik oksit (NO) sentezinden
NO sentetaz (eNOS)

dizeyini artirarak damarlarda gevsemeye neden

sorumlu olan endoteliyal

olmaktadir (21). Ayrica Luteolin’in kobay ileumu
kontraksiyonlarini inhibe ederek, spazmolitik etki
olusturdugu belirlenmistir (15). CP ekstraktlar ve
Luteolin’in gesitli diiz kaslarin myojenik aktiviteleri
Uzerine etkileri birgok farkli ¢alisma ile belirlenmis
olmasina ragmen, mesane diz kas kontraktilitesi

Uzerine etkileri ile alakal yeterli literatlir bilgi

Bu

ekstrakti ve Luteolin’in in vitro rat mesane diz kas

bulunmamaktadir. ¢alismada, CP metanol

kontraktilitesi Uzerine etkilerinin  belirlenmesi

amagclanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Calismamiz, Atatiirk Universitesi Rektdrligii
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 2012/655
nolu karar ile onaylandi ve Atatiirk Universitesi
Rektorltgt BAP birimi tarafindan 2012/362 No'lu
proje kapsaminda desteklendi. GCalismada, Atatilirk
Universitesi Tibbi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen, ortalama 200-250 gr
agirhiginda ergin 20 adet erkek Sprague Dawley rat
kullanildi.

kontraksiyonlarinin asetilkolin (ACh) ile indlklendigi

10 adet rat in vitro mesane duz kas

¢alismalarda, kalan 10 rat ise potasyum klorir (KCI)
kullanild.

hayvanlar standart bakim ve besleme sartalarina tabi

ile indlklendigi ¢alismalarda Tim

tutuldu ve herhangi bir kisitlama yapilmadi.

Mesane Diiz Kas Seritlerinin Hazirlanmasi

Ketamin (15mg/kg)

hayvanlar

(75mg/kg)-Rompun
esliginde anesteziye alinan servikal
dislokasyon ydntemi ile Otenazi edildiler. Mesane
dokusu hizli bir sekilde izole edilerek igerisinde +4°C
sicakliginda Krebs sollisyonu (mM: NaCl 119, KCI
4.75, KH,PO4 1.2, NaHCO3 25, MgS04 1.5, CaCl; 2.5,
glukoz 11) bulunan petri kutusunda temizligi yapildi.
Mesaneden vertikal yonde, 2x10 mm ebadinda iki
veya Ug kas seridi hazirlandi. Hazirlanan kas seritleri
pH’si 7.4 ve sicakhg 37°C olan Krebs sollisyonu ile
dolu 20 ml’lik organ banyosuna yerlestirilerek alt ucu
banyo tabanindaki gelik ¢engele Ust ucu ise bir gelik
tel ile transdusere (ELJ-SO45C-EMKA-R04003 ve
R04004) baglandi ve banyo %95 O, ve %5 CO, ile
surekli gazlandirildi. Doku seritlerine 1 gr gerim
uygulandi ve 1 saatlik inkiibasyon periyoduna tabi
tutuldu. inkiibasyon periyodu esnasinda banyo
ortami 15 dakikalik periyotlarla Krebs sollisyonu ile
yikandi (22,23).

ACh’nin dozlari (10°-10% M) banyoya kimilatif

inkubasyon periyodu sonunda
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uygulanarak doz cevap egrisi elde edildi. Dokular Ug
kez yikanip 5 dk dinlendirildi ve bu islem lg¢ kez
tekrarlandi. Daha sonra CP ekstrakti veya Luteolin’in
en dislk dozlari ayri ayri banyoya uygulandi ve 10 dk
maruziyet siiresi sonunda ACh dozlari (10°-103 M)
banyoya kiimdlatif uygulanarak doz cevap egrisi elde
edildi ve dokular U¢ kez yikanarak 5 dk dinlendirildi.
Bu islemler CP ekstrakti ve Luteolin’in her bir dozu
icin ayrica yapildi. Banyoda CP ekstrakti ve Luteolin’in
dozlarinin varliginda ve yoklugunda ACh’nin 10°-103
M dozlari
karsilastirilarak

ile elde edilen doz cevap egrileri
degerlendirildi. Bu  protokol
kontraksiyonlari indikleyici ajan olarak KCI'nin
kimdlatif dozlari (20, 40, 60, 80 ve 100 mM) banyoya
uygulanarak da yapildi. CP ekstrakti ve Luteolin’in
mesane diiz kas kontraktilitesi lzerine etkilerinin
mekanizmasinin arastirilmasi amaciyla L tipi Ca%*
kanal blokériu olan Nifedipin kullanildi. Banyoda
Nifedipin (107 M) varliginda ve yoklugunda ACh ve
KCI’nin

kontraksiyon cevaplari Uzerine CP ekstrakti veya

submaksimal dozlari ile indikelenen

Luteolin’in en yiiksek dozlarinin etkileri belirlendi.

istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri SPSS20 istatistik programi kullanilarak
yapildi. Sonuglarin degerlendiriimesinde One Way
ANOVA’da

ortalamatStandard sapma (SD) olarak verildi. P<0.05

Duncan testi uygulandi. Degerler,

degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

CP ekstraktinin 0.125 mg/mL dozunun ACh’nin
10°-103
kontraksiyonlar Gzerine 6nemli bir etkisinin olmadigi
belirlendi (Tablo 1, Sekil 1, P>0.05, n=10). CP
ekstrakt’nin 0.25 mg/mL dozunun ACh’nin 10* M
dozu ile indlklenen kontraksiyon cevaplarini (Tablo
1, Sekil 1, P<0.05, n=10), 0.5 ve 1 mg/mL dozunun
ACh’nin 10* ve 103
kontraksiyon cevaplarini (Tablo 1, Sekil 1, P<0.001,
n=10) ve 2 mg/mL dozunun ise ACh’nin 10, 10* ve
10 M dozlariile indiiklenen kontraksiyon cevaplarini

M dozlari ile kumdalatif indUklenen

M dozlari ile indiklenen

onemli Ol¢lide azalttig belirlendi (Tablo 1, Sekil 1,
P<0.001, n=10).

Tablo 1. CP ekstrakti’nin farkl dozlarinin ACh ile indiiklenmis in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi Gizerine etkisi

(n=10).

Table 1. The effects of different doses of CP extract on ACh-induced in vitro bladder smooth muscle contractility

(n=10).

CP EKSTRAKTI
ACh
Dozlari Kontrol 0.125 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
X 5D X 15D X 15D X 15D X 5D X 5D

10° M 0.16+0.09% 0.15+0.06% 0.14+0.04* 0.1+0.03° 0.11+0.04* 0.07+0.04*
108 M 0.19+0.09% 0.16+0.05% 0.17+0.04° 0.16+0.03% 0.15+0.02°2 0.11+0.04*
107 M 0.21+0.072 0.2+0.04° 0.19+0.03% 0.19+0.04* 0.18+0.04° 0.10+0.04*
10° M 0.25+0.072 0.2+0.05% 0.2+0.6% 0.19+0.04% 0.18+0.03% 0.12+0.04°
10° M 0.33+0.137 0.27+0.072 0.24+0.072 0.23+0.05% 0.23+0.05b? 0.19+0.05%
10* M 0.87+0.28* 0.63+0.04° 0.51+0.04° 0.42+0.07%° 0.33+0.04° 0.23+0.05¢
10° M 2.1340.29° 2.01+0.27% 1.8440.25%° 1.4940.28%° 1.34+0.17°¢ 0.85+0.2¢
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Sekil 1. Banyoda CP ekstraktinin farkli dozlarinin
varhiginda ve yoklugunda ACh (10°-103 M) ile
indUklenen in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi
doz cevap egrileri (n=10, P<0.05).

Figure 1. The in vitro rat bladder smooth muscle
contractility dose-response curves induced by ACh
(10°-103 M) in the presence and absence of different
doses of CP extract in bath (n=10, P<0.05).

10% M ACh ile indiklenen izole detrusor
kontraksiyonlari Gzerine CP ekstraktinin en yiksek
dozu olan 2 mg/ml dozunun etkileri banyoda L tipi
Ca?* kanal blokérii olan Nifedipin varliginda ve
yoklugunda belirlendi. Banyoda hem CP ekstrakti
hem de Nifedipin’in ayri ayr varhiginda ACh ile
indiklenen kontraksiyonlarin dnemli 6lglide azaldig
(Sekil 2) ve banyoya CP ekstrakti ve Nifedipin birlikte
uygulandiginda ACh ile induklenen kontraksiyon
cevaplarinin daha fazla azaldig tespit edildi (Sekil 2,

n=10, P<0.001***, P<0.05**).

12519 b .
l KK l b
— 1004
=
o KKK
= I N
&£ 1504 Lo 5
g |—l| rKK '
"

= 254 i o .

e : [T

ACh  CPE+ACh N+ACh N+CPE+ACh

Sekil 2. 107 M Nifedipin varliginda ve yoklugunda 10°
4 M ACh ile indiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraksiyonlari Gzerine CP ekstraktinin (2 mg/ml)

etkisi  (n=10, P<0.0001***,  P<0.01**; ACh:
Asetilkolin; CPE: Civanpergcemi  ekstrakt;; N:
Nifedipin).

Figure 2. The effect of CP extract (2 mg/ml) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 10*
M ACh in the presence and absence of 107 M
Nifedipine (n=10, P<0.0001***, P<0.01**; ACh:
Acetylcholine; CPE: Yarrow extract; N: Nifedipine).

CP ekstraktinin 0.125 mg/mL dozunun, KCl
dozlari ile kimdlatif indiklenen kontraksiyonlar
Uzerine anlaml bir etki olusturmadigl gozlemlendi
(Tablo 2, Sekil 3, n=10, P>0.05,). CP ekstraktinin 0.25
mg/mL dozunun KCI’'nin 20 mM dozunun cevabini
onemli Ol¢lide artirdigi belirlendi (Tablo 2, Sekil 3,
n=10, P<0.05). 0.5 mg/mL dozunun KCI'nin 40, 60 ve
80 mM dozlart ile indliklenen kontraksiyon
cevaplarini anlamh diizeyde azalttig (Tablo 2, Sekil 3,
n=10, P<0.05), 1 ve 2 mg/mL dozlarinin ise KCl'nin 20
mM dozu hari¢ diger tim dozlarinin kontraksiyon
cevaplarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttigi belirlendi (Tablo 2, Sekil 3, n=10, P<0.05).

Tablo 2. CP ekstraktinin farkh dozlarinin KCl ile indiiklenmis in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi tizerine etkileri

n=10).
'(I'able)z. The effects of different doses of CP extract on KCl-induced in vitro bladder smooth muscle contractility
(n=10).
CP EKSTRAKTI
Kontrol 0,125 mg/ml 0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml 2 mg/ml
Kcl X SD X #SD X SD X #5D X 5D X 8D
20mM  0.34+0.01* 0.41+0.10%° 0.47+0.06° 0.2740.10° 0.331£0.12° 0.2240.12°
40 mM 1.2440.19° 1.3740.20° 1.19+0.22%° 0.85+0.17° 0.67+0.13° 0.384+0.11°¢
60 mM 1.92+0.30°  1.75+0.40%° 1.58+0.23%° 1.27+0.25° 0.7740.18°¢ 0.4+0.08¢
80 mM 2.24+0.41*  1.99+0.51%° 1.8+0.37%° 1.37+0.35% 0.9610.18°¢ 0.62+0.11¢
100mM  2.32+0.33? 2.3+0.41° 1.86+0.31%° 1.85+0.28%° 1.56+0.31b"° 1.38+0.22°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir. &2 veabc: p<0.05; 2 < P<0.01.
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Sekil 3. KCI'nin kiimdlatif dozlar (20-100 mM) ile
indiklenen in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi
Gzerine CP ekstraktinin farkh dozlarinin etkisi (n=10,
P<0.05).

Figure 3. Effect of different doses of CP extract on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
cumulative doses (20-100 mM) of KCI (n=10, P<0.05).

60 mM KCl ile indiklenen kontraksiyonlar
Uzerine CP ekstraktinin en yuksek dozu olan 2 mg/ml
dozunun etkileri banyoda L tipi Ca?* kanal blokérii
olan Nifedipin varliginda ve yoklugunda belirlendi.
Banyoda hem CP ekstrakti hem de Nifedipin’in ayri
KCl (60 mM)
kontraksiyonlarin dnemli 6lglide azaldigi, CP ekstrakti

ayri varliginda ile indlklenen

ve Nifedipin’in birlikte uygulanmasinin sadece
Nifedipin’e kiyasla KCl ile indiklenen kontraksiyon
cevaplarini daha giglu bir sekilde baskiladigl tespit

edildi (Sekil 4, n=10, ***: P<0.001).
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Sekil 4. 107 M Nifedipine’nin varliginda ve

yoklugunda 60 mM KCl ile indlklenen in vitro mesane
diiz kas kontraksiyonlari Gzerine CP ekstraktinin (2
mg/ml) etkisi (n=10, P<0.001***; KCl: Potasyum
klorir; CPE: Civanpergemi ekstrakti; N: Nifedipin).

Figure 4. The effect of CP extract (2 mg/ml) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 60
mM KCl in the presence and absence of 107 M

Nifedipine (n=10, P<0.001***; KCl: Potassium
chloride; CPE: Yarrow extact; N: Nifedipine).
Luteolin’nin  4x10°, 4x10% ve 4x107 M

dozlarinin, ACh’nin 10°-103 M dozlari ile kiimiilatif
indiklenen kontraksiyon cevaplarini kontrole kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde degistirmedigi
olmadig belirlendi (Tablo 3, Sekil 5, n=10, P>0.05).
Luteolin’nin 4x10® M dozu 10* M AcCh ile indiiklenen
kontraksiyonlari ve Luteolin’in 4x10° M dozu ise 10
ve 10* M Ach ile indiiklenen kontraksiyon cevaplarini
onemli 6l¢lide azaltti (Tablo 3, Sekil 5, P<0.05, n=10).

Tablo 3. ACh’nin kiimilatif dozlari ile indiiklenmis in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi tizerine Luteolin’in

farkh dozlarinin etkileri (n=10).

Table 3. The effects of different doses of Luteolin on in vitro rat bladder smooth muscle contractility induced by

cumulative doses of ACh (n=10).

Ach LUTEOLIN
(log) Kgntrol 4&0‘9 M 4&0‘8 M 4x710'7 M 4&0‘6 M 4&0‘5 M
X £SD X £SD X £SD X £SD X £SD X £SD
10° M 0.0740.05° 0.05+0.01° 0.0540.01° 0.0540.02° 0.0540.02° 0.09+0.01°
108 M 0.09+0.05° 0.0740.02° 0.0740.01° 0.0740.02° 0.08+0.02° 0.0610.02°
107 M 0.1040.05° 0.0940.03° 0.08+£0.02 0.14£0.03° 0.1310.04° 0.1140.02°
10 M 0.15+0.04%° 0.131£0.02° 0.1540.02° 0.1940.02° 0.1740.03° 0.1540.03°
10° M 0.4240.15° 0.35+0.14° 0.24+0.10%° 0.24+0.08%° 0.23+0.07%° 0.15+0.03°
10* M 1.1640.2° 1.24+0.32%° 1.02+0.16%° 0.93+0.12%° 0.76+0.17° 0.61+0.07¢
103 M 2.51+0.782 2.56+0.57°2 2.37+0.582 2.28+0.642 1.9610.44° 1.9440.19°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir. &2 veabe: p<0.05; 2 < P<0.01.
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Sekil 5. ACh’nin 10°-10° M dozlari ile indiiklenen in
vitro mesane diz kas kontraksiyonlari (izerine
Luteolin’in farkh dozlarinin etkileri (n=10, P<0.05).
Figure 5. Effects of different doses of Luteolin on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
10°-103 M doses of ACh (n=10, P<0.05).

10* M ACh

kontraksiyonlari

izole detrusor
4x10° M

dozunun etkileri banyoda Nifedipin varliginda ve

ile induklenen

Uzerine Luteolin’in
yoklugunda belirlendi. Banyoda hem CP ekstrakti
hem de Nifedipin’in ayri ayri varliginda ACh ile
indiklenen kontraksiyonlarin dnemli 6lglide azaldig
(Sekil 6, n=10, P<0.001).

Luteolin varliginda elde edilen kontraksiyon cevaplari

gozlemlendi Banyoda

ile Luteolin ve Nifedipin’in birlikte varliginda alinan

kontraksiyon cevaplari arasinda istatistiksel olarak

anlamh farkhlk oldugu tespit edildi (Sekil 6, n=10,
P<0.001***, P<0.01**).
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Sekil 6. 107 M Nifedipine’nin varliginda ve

yoklugunda 10* M Ach ile indiklenen in vitro rat
mesane diz kas kontraksiyonlari tzerine Luteolin’in
(4x10° M) etkisi (n=10, p<0.001***, P<0.01**; ACh:
Asetilkolin; L: Luteolin; N: Nifedipin).

Figure 6. The effect of Luteolin (4x10° M) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 10*
M ACh in the presence and absence of 107 M

Nifedipine (n=10, P<0.001***, P<0.01**; ACh:
Acetylcholine; L: Luteolin; N: Nifedipine).
KCl  dozlari ile  kimdlatif indlklenen

kontraksiyon cevaplari (izerine Luteolin’in 4x10°-
4x10® M dozlarinin, anlamli bir etkilerinin olmadig
belirlendi (Tablo 4, Sekil 7, n=10, P>0.05). Luteolin’in
4x10° M dozu ise, KCI’nin 20, 40, 60 ve 80 mM dozlari
ile indiklenen kontraksiyonlari dnemli élglide azaltti
(Tablo 4, Sekil 7, n=10, P<0.05).

Tablo 4. KCI'nin kiimulatif dozlari ile indiklenmis in vitro rat mesane diiz kas kontraktilitesi Gzerine Luteolin’in

farkh dozlarinin etkileri (n=10).

Table 4. The effects of different doses of Luteolin on in vitro rat bladder smooth muscle contractility induced by

cumulative doses of KCI (n=10).

LUTEOLIN

Kcl Kontrol 4x10° M 4x10° M 4x107 M 4x10° M 4x10° M

X 45D X #SD X 45D X #SD X 45D X #SD
20 mM 0.20+0.08% 0.2740.1° 0.2240.09%  0.28+0.07° 0.2+0.05° 0.09+0.05°
40 mM 0.96+0.31° 1.15+0.42° 0.95+0.23° 1.1240.25°  0.98+0.29°  0.52+0.11°
60 mM 2.02+0.42° 2.04+0.33° 1.78+0.24° 1.91+0.28° 1.73+0.33°  0.98+0.11°
80 mM 2.1740.63% 2.25+0.43° 2.44+0.45° 2.5840.51°  2.33+0.41° 1.51+0.18°
100mM  2.15%0.59° 2.2140.48° 2.35+0.35° 2.4340.42°  2.38+0.34° 2.04+0.28°

Ayni satirda farkli harflerle ifade edilen degerler arasindaki fark anlamlidir, °: P<0.05.
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Sekil 7. KClI'nin kimilatif dozlari (20-100 mM) ile
indiklenen in vitro mesane diiz kas kontraktilitesi
Gzerine Luteolin’in farkli dozlarinin etkileri (n=10,
P<0.05).

Figure 7. Effects of different doses of Luteolin on in
vitro bladder smooth muscle contractility induced by
cumulative doses (20-100 mM) of KCI (n=10, P<0.05).

60 mM KCl ile indiklenen kontraksiyonlar
Uzerine Luteolin’in 4x10° M dozunun etkileri
Nifedipin
Banyoda

banyoda varhiginda ve yoklugunda

belirlendi. hem Luteolin’in hem de
Nifedipin’in ayri ayri varliginda KCl ile indiklenen
kontraksiyonlarin énemli o6lglide azaldigi gorildi
(Sekil 8, n=10, P<0.001,). Luteolin’in 60 mM KCl ile
indiklenen kontraksiyonlari Nifedipin’e kiyasla daha
glcll bir sekilde baskiladigi, Nifedipin ile Luteolin’in
birlikte uygulamasinin ise Luteolin’e gére daha gigli
bir etki olusturmadigi belirlendi (Sekil 8, n=10, ***:

P<0.001).
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Sekil 8. 107 M Nifedipin’in varliginda ve yoklugunda
60 mM KCl ile indiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraksiyonlari tizerine Luteolin’in (4x10° M) etkisi
(n=10, P<0.001***; KCI: Potasyum klorr; L: Luteolin;
N: Nifedipin).

Figure 8. The effect of Luteolin (4x10° M) on in vitro
bladder smooth muscle contractions induced by 60
mM KCl in the presence and absence of 107 M
Nifedipine (n=10, P<0.001***; KCl: Potassium
chloride; L: Luteolin; N: Nifedipine).

TARTISMA ve SONUG

cp
kullanilan g¢ok yillik bir bitki tirGdar (5). Yapisinda

alternatif tip alaninda yaygin olarak
yuzden fazla biyolojik aktif bilesik bulundugu rapor
edilen (6) CP’nin biyoaktivitesi ile ilgili yapilan
arastirmalarda CP ekstraktlarinin antimikrobiyal,
antiflojistik ve hepatoprotektif aktivitelere sahip
oldugu belirlenmistir (8). CP sulu ekstraktinin doza
bagimh olarak in vitro fare ve insan midesi
antrumunda diz kas kontraksiyonlarini indikledigi
rapor edilmistir (13). CP’nin yapisinda bulunan
flavonoidlerin  ileum Uzerinde gevsetici etkili
olduklari, ayni zamanda bu flavonoidlerin izole kobay
ileumunda Ca%"un hiicre icine akimini bloke ederek
spazmolitik etki gosterdikleri belirlenmistir (14,15).
Yaptigimiz bu ¢alismada, ACh ve KCl ile indiklenen in
vitro rat mesanesi diiz kas kontraktilitesi Gizerine CP
metanol ekstrakti ve CP’nin yapisinda bulunan
Luteolin bilesiginin muhtemel etkileri arastirildi.
Galismamizda KCI'nin farkh dozlari ile kim{latif
indiklenen kontraksiyon cevaplarinin CP metanol
ektraktinin bazi dozlar tarafindan inhibe edildigi
belirlendi. CP ekstraktinin farkli dozlarinin KCl ile
indiklenen kontraksiyon cevaplarini azaltici etkisinin
voltaja duyarli L tipi Ca?* kanallari Gizerinden oldugu
distindlmektedir. Clinki diiz kas kontraksiyonlari KCl
ile indUklendigi zaman ortamda potasyum (K*)
yogunlugunun artmasina bagli olarak kas fiberlerinde
depolarizasyon olusmaktadir. Kas fiberlerinde
meydana gelen depolarizasyon voltaja duyarl L tipi
Ca?* kanallarinin acilmasina sebep olur. Voltaja
duyarli Ca?* kanallarinin acilmasi araciligi ile de
ekstraselliiler alandan hiicre icine Ca?* girisi meydana
(24). ici  Ca?*

konsantrasyonunun artmasina bagl olarak hiicre igi

gelmektedir Ayrica  hiicre
Ca?*depolari olan sarkoplazmik retikulumlardan Ca?*
serbest birakilarak hiicre ici Ca?* konsantrasyonu
daha da artirilmaktadir (25). Bu olaylar sonucunda
diz kasta kasilim meydana gelmektedir. KCl'nin
Ca2+

gerceklestiginden ve CP ekstrakti KCl ile indiklenen

etkisini ozellikle kanallari Uzerinden

kontraksiyonlari inhibe ettiginden c¢alismamizda

Nifedipin pozitif kontrol olarak kullanildi ve Nifedipin
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ile CP ekstraktinin, KCl ile indiklenen mesane diiz kas
kontraksiyon cevaplarini esit derecede azalttiklar
goruldi. Nifedipin ile CP ekstraktinin en yiksek
dozunu banyoya birlikte uyguladigimizda, KCl ile
indiklenen kontraksiyon cevaplarini daha gigli bir
Bu durumda CP

ekstrakti ile Nifedipin’in birlikte kullaniminin etki

sekilde azalttiklari belirlendi.

glclenmesine  neden  olabilecegi  dusindlda.
Bulgularimiza paralel olarak Moradi ve ark. (26) CP
etanol ekstraktinin 60 mM KCl ile indiiklenen izole rat
ileum diz kas kontraksiyon cevaplarini azalttigini
belirlemisler ve bu etkinin voltaja duyarli L tipi Ca*
kanallari Gzerinden oldugunu belirtmislerdir.
Urinasyon esnasinda parasempatik kolinerjik
kasindaki

reseptorler Gzerindeki bazi bolgelerden ve Grotelyum

sinirlerden, mesane diz muskarinik
icinde bulunan non-néronal hiicrelerden ACh salinimi
olmaktadir. ACh’nin salinimi sonucunda mesane diiz
kasinda glgli kontraksiyonlar meydana gelmektedir
(27). ACh salimimi, presinaptik sinir terminallerinde
bulunan muskarinik 1 (M1) reseptorlerinin uyariimasi
sonucunda artarken, muskarinik 2 (M) ve muskarinik
4 (Mg) reseptorlerinin uyarilmasi ile azalmaktadir
(28). ACh salinimina neden olan bir diger etken ise
Urotelyumun gerilmesidir. Mesanenin dolma fazinda
Urotelyum belli bir gerime ulastig zaman, ACh
salinimi olmakta ve Urinasyon kontraksiyonlari
ACh, (Ms)

reseptorlerine baglandigi zaman fosfolipaz C aktive

baslatiimaktadir. muskarinik 3
olarak inozitol trifosfat (IP3) olusumuna neden
olmaktadir. IP3 ise sarkoplazmik retikulumdan Ca?
salinimini uyararak kalmodulinin konformasyonel
degisime ugramasina yol agmaktadir. Kalmodulinin
konformasyonel degisime ugramasi sonucunda
mesane diiz kasinda kasilma meydana gelmektedir.
Bu mekanizmanin yani sira, ACh M3 reseptorlerine
L tipi Ca*

kanallarindan hiicre icine Ca?' girisini artirarak,

baglandigi zaman, voltaja duyarli
mesane diz kasinin kasilmasini saglamaktadir (29).
Calismamizda, CP metanol ektraktinin en disiik
dozunun, ACh dozlarinin cevaplarini 6nemli dlglide
degistirmedigi tespit edildi. Niazmand ve Saberi (30)

yaptiklari galisma neticesinde CP akoéz-etanolik

ekstraktinin 0.125 mg/ml dozunun izole rat kalp kasi
bir

Galismamizda

kontraktilitelerini  dnemli sekilde azalttigini
cP

ekstraktinin diger ¢ dozunun ise ACh’nin bazi

belirlemislerdir. metanol

dozlarinin cevaplarini azalttiklari belirlendi. Babaei ve
(16) ile CP’nin

hidroalkolik ekstraktinin farkli dozlarinin, in vitro

ark. yapmis olduklari ¢alisma
kobay ileum diiz kas kontraksiyonlarini doza bagiml
olarak baskiladiklarini belirlemislerdir. Borrelli ve ark.
(12) ise, CP sulu ekstraktinin in vitro fare antrum mide
diz kas kontraktilitelerini indikledigini rapor
etmislerdir. Moradi ve ark. (26) CP etanol ekstraktinin
ACh

kontraksiyon cevaplarini azalttigini belirlemislerdir.

ile induklenen izole rat ileum diz kas

CP ekstaraktinin farkli dozlarinin ACh cevaplarini
azaltici etkisi M3 reseptor yolag, voltaja duyarli L tipi

Ca?*kanali yolagi veya her iki yolak tizerinden olabilir.

CP ekstraktinin voltaja duyarl L tipi Ca?* kanallari

Uzerinden etkili olabilecegi, KClI ile indiklenen
mesane diz kas kontraksiyonlarn (izerine CP
ekstraktinin  etkisi  galisilarak  belirlendi. CP

ekstraktinin voltaja duyarli L tipi Ca** kanallari
Uzerinden etkisinin olmasinin yani sira, M; reseptor
yolagi Gzerinden de etkili olarak ACh ile indiiklenen
mesane diz kas kontraksiyon cevaplarini azalttigini
belirlemek icin voltaja duyarli L tipi Ca?*kanal blokéri
Nifedipin kullanildi. Nifedipin
kapatilarak Ms; vyolagl agik birakildi. Boylece CP

ile Ca%* kanallari

ekstraktinin M reseptor yolagl Uzerinden de etkili
cp ACh

indiklenen mesane diiz kas kontraksiyon cevaplari

olmasi durumunda, ekstraktinin ile
Uzerine Nifedipin’nin etkisinden daha fazla bir
gevsetici etki géstermesi beklendi. Banyoda 107 M
Nifedipin varliginda 10% M ACh’ya verilen cevapla,
banyoda Nifedipin+CP ekstrakti varliginda ACh
cevaplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu belirlendi. Dolayisiyla, CP ekstraktinin ACh ile
indiklenen mesane diiz kas kontraktil cevaplarini
azaltici etkisinin, voltaja duyarli L tipi Ca2* kanallarinin

yani sira Ms reseptor yolagi Gizerinden de olabilecegi

distnalda.
Luteolin’in en yiiksek dozunun KCI ile
indiklenen kontraksiyon cevaplarini ekseriyetle
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azalttigini belirledik. KCl ile  indiklenen
kontraksiyonlar Gzerine Luteolin’in etki
mekanizmasinin  da  arastinldigi  ¢alismamizda

Nifedipin pozitif kontrol olarak kullanildi ve KCI ile
indiklenen mesane diiz kas kontraksiyon cevaplarini
daha
belirlendi. Ayrica Nifedipin ile Luteolin’in birlikte

Luteolin’in  Nifedipin’den fazla azalttig
kullaniminin herhangi bir etki gliclenmesine neden
olmadig gorildl. Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada
Luteolin’in in vitro rat vaz deferensinde, kobay
ileumu ve trakeasinda antispazmodik aktviteye sahip
oldugu belirlenmistir (31). Luteolin’in ratlarda kan
(32)

kopeklerde koroner arter direncini azaltarak koroner

basincini  districtd etkisinin  oldugu ve
arterlere kan akisini artirdigi (33) bilinmektedir. Yine
Luteolin’in rat torasik aortasinda vazodilatasyonu
ifade edilmektedir (34). Baska bir

¢alismada ise, Luteolin’in KCl ile indiklenen in vitro

indikledigi

rat aort diiz kas seritlerinde kontraksiyon cevaplarini

azalttigr ve vazodilatator etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu etkinin ise hiicre disindan hiicre
icine Ca* aliminin azalmasindan olabilecegi ifade
edilmistir (35). bir

arastirmada ise, Luteolin’in rat torasik aortasinda

Bu calismaya benzer farkl

vazorelaksiyona neden etkinin

K+

oldugu ve bu
kanallarinin

Ca2+

Luteolin’in aktivasyonunu
inhibe
(36).

literatlire paralel

ve

sarkolemmal kanallarini ederek

gerceklestirdigi belirlenmistir Bizim

¢alismamizin  bulgulari olarak
Luteolin’in kontraksiyonlari inhibe edici etkisinin Ca?*
kanallari aracihgiyla oldugu belirlenmistir.

Luteolin’in bazi dozlarinin ACh cevaplarini
azalttigini  belirledigimiz bu ¢alismamiza benzer
sekilde yapilan baska bir ¢alismada, Luteolin’in ACh
indlklenen ileum diz kas

ile in vitro kobay

kontraksiyon cevaplarini %45 civarinda azalttig
belirlenmistir. Yine bu ¢alismada Luteolin’in baryum

iyonu tarafindan indiklenen in vitro kobay trakea diiz

kas kontraksiyon cevaplarini doza bagh olarak
azalttigr rapor edilmistir (37). Luteolin’in, ACh
cevaplarini azaltic etkisinin muhtemel

mekanizmalarindan birisi Luteolin’in M3 reseptor

yolagini inhibe ederek kontraksiyon cevaplarini

azaltmasidir. Bunun yani sira Luteolin voltaja duyarli
L tipi Ca?* kanallarini bloke ederek ekstraselliiler
bélgeden hiicre icine Ca?* girisini veya sarkolemmal
Ca? ici Ca?*

depolarindan engelleyebilir.

inhibe ederek hicre
Ca2+

Luteolin’in, voltaja duyarl

kanallarini

salinimini

L tipi
KCl

mesane diz kas kontraksiyonlari Gizerine Luteolin’in

Ca?* kanallar

Uzerinden etkili olabilecegi, ile indiklenen
etkisi galisilarak belirlendi. Luteolin’in voltaja duyarli
L tipi Ca%* kanallari tizerinden etkisinin olmasinin yani
sira, Ms reseptor yolagl Uzerinden de etkili olup
olmadigini belirlemek icin, voltaja duyarl L tipi Ca?*
kanal blokérii Nifedipin kullanildi. Nifedipin ile Ca%
kanallari kapatilarak Mj yolagi agik birakildi. Bdylece
Luteolin’in Ms reseptor yolagi lizerinden etkili olmasi
durumunda, ACh ile indiklenen mesane diz kas
kontraksiyon  cevaplari  Uzerine  Nifedipin’in
etkisinden daha fazla bir gevsetici etki géstermesi
beklendi. Banyoda Nifedipin varliginda alinan ACh
birlikte

varliginda alinan cevaplar arasinda istatistiksel olarak

cevaplari ile Luteolin ve Nifedipin’in
anlamli bir fark olmadig belirlendi. Dolayisiyla,
Luteolin’in ACh ile indiiklenen in vitro mesane diiz kas
kontraktil cevaplarini azaltici etkisinin, M3 reseptor
yolagi Gzerinden olamayacagi kanisina varildi.

Sonug olarak hem CP ekstraktinin hem de
Luteolin’in bazi dozlarinin ACh ve KCl ile indiiklenen
izole detrisor diz kas kontraksiyon cevaplarini
anlamli élgide inhibe ettikleri, CP ekstraktinin bu
etkisini L tipi Ca?* kanallari ve Ms resptor yolagi
Uzerinden, Luteolin’in ise kontraksiyonlari inhibe
L tipi Ca*
gerceklestirdigi belirlendi.

edici etkisini kanallar1 (izerinden
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