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OZET: Calypmada kurbada iist 6zofagus dairevi diiz kas peritlerinde mentoliin etkileri
araptyryldy. Deneylerin bir kysmynda karbakol (0.1 mg/ml) ile 6nceden kastyrylmyp peritler
tizerinde mentolin etkisi incelendi. Mentol (10*, 2x10“ veya 5x10* M) karbakol ile onceden
kastyrylmyp dokularda doza badymly gevpeme olupturdu ve gevpemeler, L-NOARG (5><10'4 M),
lidokain (10°® M), indometasin (3x10”° M) aminoguanidin (10* M), furosemid (10° M), amilorid (10®
M), propranolol (10'5 M) ve dietilditiyokarbamik asid (DETCA) (2 ve 10mM) varlydyndan anlamly
olarak etkilenmedi. Dider bir deney serisinde 40mM KCI ile muamele edilmip peritlerde mentol
(2><10'4 veya 5x10™ M) doza badymly bir kasylma olupturdu. Kalsiyumsuz ortamda kontraktiir olayy
inhibe oldu. Ayry bir deney serisinde KCI ile depolarize edilmip preparatlarda mentol ile
olupturulan kasylma, mentol uygulamasynyn 20. dakikasynda uygulanan Ca*?suz ortam veya
papaverin (10'5 M) ile inhibe olurken atropin tarafyndan etkilenmedi.

Sonu¢ olarak mentol, diz kas diizeyinde dual etkiye sahip olabilir, karbakol ile édnceden
kastyrylmyp dokuda kalsiyum kanal blokdri olarak etkinlik meydana getirirken, yliksek potasyuma
maruz byrakylmyp oldudu durumlarda ayny dokuda kalsiyum kanallarynyn acylmasyny
kolaylaptyrabilir ve bdylece ekstraseliiler kalsiyuma badymly kasylmalar olupturabilir.

Anahtar kelimeler: Ozofagus, Mentol, Karbakol, Potasyum
kasy *3°
yoneltti.

Uizerinde mentollin etkisini incelemeye
GYRYP

Typta Yrritabl kolon tedavisinde énerilen nane

yadynyn (Pepperment oil) etkin maddelerinden biri
mentoldur?. S6z konusu yadyn deney hayvanlary
ve insanlardan izole edilen gastrointestinal diiz kas
dokularyny gevpettidi ve intraluminal uygulamada
kolon spazmyny azalttydy endoskopik olarak
gOsterilmiptir. Ancak ilging olarak ayny yadyn yine
intraluminal  uygulandydynda  neostigmin ile
uyarylan sigmoid kolon aktivasyonunu
potansiyalize ettidi de kaydedilmiptir®.

Bu calypmalaryn sonuclary bizi kurbadada in
vitro incelemeye en elveripli preparatlardan biri
olarak goriulen izole Ust segment dzafagus duz

MATERYAL ve METOD

Calypmalarda her ki
kurbadalary (Rana pipiens) kullanyldy. Bapy
kesilen ve omurilidi tahrip edilen deney
hayvanlaryndan 6zofagusun Ust segmenti dikkatli
bir pekilde kesilip ¢ykaryldy ve dairevi bir perit
haline getirildi. Béylece hazyrlanan preparat normal
Ringer iceren (NaCl 111.11, KCI 1.88, CaCl, 1.08,
NaH,P0O,4.2H,0 0.08, NaHCO; 2.38, Glukoz 10.1
mM) dyptan ysytmaly 50 mllik banyo icerisine
yerleptirildi; doku Uzerine 0.5 g. tansiyon
uygulandy. Ortam ysysy 20 °C'de sabit tutuldu ve
% 100 oksijen ile havalandyryldy. Peritlerin

cinsten tatly su
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cevaplary 10 buyltme ile izotonik olarak isli kadyt
veya poligraf (Ugo Basile, Gemini 7070) kadydy
Uzerine kaydedildi. Ekilibriyum icin 1 saat
beklenildi.

Bir grup deneyde karbakol (0.1 mg/ml) ile
onceden kastyrylmyp peritler Gzerinde mentolin
etkisi incelendi. Bep dakikalyk bazal
kaydyndan sonra karbakol ile kastyrylmanyn
ardyndan ortama 10. dakikada mentol(10™, 2x10™
veya 5x10“ M) ilave edildi ve doku 40 dakika bu
maddeye maruz byrakyldy. Bunu ortamyn taze
Ringer solisyonu ile yykanmasy izledi; 1 saat
beklenildikten sonra ayny iplem yinelendi. Ayny
konsantrasyonda  karbakol ile  kastyrylmyp
dokularda 2x10™“ ve 5x10* M mentol ile olupan
etkiler L-NOARG, (5x10™ M) lidokain (10° M),
indometasin (3x10° M), propranolol (10° M),
aminoguanidin  (10* M), furosemid(10®* M),
amilorid(10® M) ve (DETCA, 2 ve 10 mM)
varlydynda da dederlendirildi. Her bir ilag
uygulamasy icin ayry bir deney grubu olupturuldu.
Bu amag¢ icin ady gecen maddeler, ilk mentol
uygulamasyndan sonra ortama ilave edildi ve
DETCA hari¢ deney suresince ortamda tutuldu.
DETCA ise 2 mM konsantrasyonda 60 dakika ve
10 mM konsantrasyonda ise 30 dakika doku ile
temasta byrakyldy ve daha sonra ortamdan
uzaklaptyryldy. DETCA iceren ortamyn
yykanmasynyn nedeni, séz konusu maddenin SOD
(stiperoksid dismutaz) Uzerindeki etkisinin uzun
sureli olmasy ve tondisi bozmasydyr".

Mentolin (5x10'4 M) etkisi dokunun bazal
tonusu Uzerinde de araptyryldy. Karbakole maruz
byrakylmamyp dokuda 5 dakikalyk bazal tonus
kaydyndan sonra mentol ortama ilave edildi ve
tonusun 30 dakika izlenmesine devam edildi. Ayny
iplem 1 saatlik istirahat doéneminden sonra
tekrarlandy.

Mentollin etkileri yiliksek potasyum iceren
ortama maruz byrakylan doku peritlerinde de
dederlendirildi. 5 dakikalyk bazal tonus kaydyndan
sonra, doku 40 mM KCI-Ringer (NaCl 72.99, KCI
40, CaCl, 1.08, NaH,P0O,4.2H,0 0.08, NaHCO;
2.38, Glukoz 10.1 mM) ile muamele edildi ve

tonus
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dokunun cevaby 10 dakika kaydedildi. Ardyndan
mentol (2x10“ veya 5x10™ M) banyo ortamyna
ilave edildi ve olupan cevap 30 dakika izlendi ve
doku normal Ringer solusyonu igerisinde 1 saat
istirahata byrakyldy ve bunu ayny pekilde 2. mentol
uygulamasy izledi. Bu pekilde kontrol grubu
olupturuldu. Ykinci uygulama ile olupan mentol
etkisi ayryca kalsiyumsuz Ringer (NaCl 112.65,
KCl 1.88, NaH,P0O,.2H,0 0.08, NaHCO; 2.38,
Glukoz 10.1, EGTA 0.5mM) ortamynda da
araptyryldy. KCI'li Ringer iceren ortamda olupan
5x10* M mentol etkisi tizerine Ca**suz ortamyn,
10° M papaverin, ve 5x10° M atropinin tesirleri
dederlendirildi. Bu amacla kontrol grubu dahil
olmak Uzere olupturulan gruplarda mentoliin etkisi
yiksek KCI iceren ortamda 60 dk izlendi. Ca*?suz
ortam, papaverin ve atropinin mentol etkisi
Uzerindeki tesirleri 20. dk da doku ile temaslary
sadlanarak dederlendiriimeye baplandy ve 40 dk
ortamda tutularak izlendi. Bazy deneylerde solvent
olarak kullanylan dimetilsulfoksid (DMSO)'in etkisi
de ayry bir grup olupturularak araptyryldy.
Calypmalarda kullanylan her doz icin ayry bir grup
olupturuldu. Karbakol kasylmasy 100 kabul
edilerek mentole ait % gevpeme dederleri
hesaplandy ve bu dederlerin ortalamalary ve
standart hatalary () hesaplandy. Istatistiksel
yontem olarak Student's "t" testi kullanyldy.

Mentol, indometasin ve amilorid kloriir DMSO
icerisinde eritildi ve banyo ortamyna 0.05 ml'lik
hacim olarak ilave edildi. DMSO'nun banyo
ortamyndaki konsantrasyonunun % 0.1%
apmamasyna dikkat edildi. Karbakol klorir,
papaverin hidrokloriir, atropin sulfat, lidokain
hidrokloriir, aminoguanidin hemisulfat ve DETCA
sodyum distile suda eritildi ve banyo ortamyna 0.1
ml'lyk hacimler halinde uygulandy. Furosemid
dypyndaki maddeler Sigma firmasyndan satyn
alyndy. Furosemid ampulden (Desal amp.,
Biofarma) uygun konsantrasyonda hazyrlandy ve
0.1 ml'lik hacimlar halinde ortama uygulandy.

BULGULAR
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Yzole iist segment kurbada ézafagus diiz kas
dairevi peritlerinde karbakol (0.1 mg/ml) kararly bir
gelipme gobsteren kontraktir meydana getirdi.
Mentol (10 2x10* ve 5x10”* M) kontraktir
aktivitede gevpemeler olupturdu (Pekil 1); olupan
maksimal cevaplar doza badymly bir gorunim
sergiledi (Pekil 2). 2x10* ve 5x10* M mentol
gevpemeleri, 5x10* M L-NOARG, 10° M lidokain,
3x10° M indometasin ve 10° M propranololden
anlamly pekilde etkilenmedi (Pekil 3). Keza ayny
gevpemelerin, 10* M aminoguanidin, 10“ M
furosemid, 10° M amilorid, 2 ve 10 mM DETCA
iceren ortamlarda da dedipiklide udramadydy
g6zlemlendi (bekil 4). Kontrol deneylerinde solvent
olarak kullanylan DMSO (% 0.1 konsantrasyonda)
5x10* M mentol gevpemeleri Uzerinde etkisiz
bulundu. 5x10* M mentol dokunun bazal
tonusunda anlamly bir dedipiklide neden olmady.
Son iki iplemle ilgili veriler gdsteriimedi.

5x10-4 ¥ Hentol

Kurbada izole 6zefagus duz kas

Doku 40 mM KClI iceren Ringer sollisyonu ile
muamele edildidi zaman, 2-3 dakika siren inisiyal
kontraksiyonu dokunun temel tonusunun altyna
dipen ve belli bir dedere ulapan gevpeme izledi.
10. dakikanyn sonunda ortama 2x10* M veya
5x10* M mentol ilave edildii zaman doza badymly
bir kasylma (codu kez kontraktir nitelidinde)
meydana geldi ve bu durum tekrar edilebilir bir
nitelik arzetti (Pekil 5A). Kalsiyumsuz ortamda
kontraktir olayy inhibe oldu (p<0.001, Pekil 5B).
KCI-Ringer ortamynda tek uygulama halinde
mentol verildidinde yine kararly bir kontraktir
g6zlendi (Pekil 6A). Bu partlarda olupan kontraktur,
Ca'”suz ortamda veya ortama 10° M papaverin
ilave edildidinde tamamen gevpedi (p<0.001, pekil
6B ve 6C). 5x10° M atropin etkisiz bulundu (veriler
gOsterilmedi).

5x10-4 M Mentol
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pekil 1. Karbakol (Cch) (0.1mg/ml) ile énceden kastyrylmyp kurbada iist 6zofagus dairevi diiz kas peritlerinde 5x10™* M mentoliin

olupturdudu gevpeme tarzyndaki etkiyi gosteren trase 6rnedi.
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bekil 2. Karbakol(0.1mg/ml) ile énceden kastyrylmyp kurbada tist 6zofagus sirkiiler diiz kas peritlerinde 10 M, 2x10™ M, 5x10™M
mentoliin meydana getirdidi gevpeme tarzyndaki cevaplaryn % dederlerinin ortalamalaryny(+SE) gdsteren siitun grafidi. Dederlendirilen
perit sayysy 9 (n=9).

I: 1. uygulamayy

1I: 11. uygulamayy gostermektedir.
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bekil 3. Karbakol(0.1mg/ml) ile dnceden kastyrylmyp kurbada lst 6zofagus sirkuler diiz kas peritlerinde 2x10* M (A), 5x10™* M (B)
mentol ile elde edilen gevpeme tarzyndaki cevaplar tizerinde 5x10™ M L-NOARG, 10" M lidokain, 3x10™° M indometasin ve 10° M
propranalolun etkilerinin % dederlerinin ortalamalaryny(+SE) gosteren situn grafidi. Dederlendirilen perit sayysy 8 (n=8).

(Y¢i bop siitunlar kontrol uygulamasyny,ici dolu siitunlar ise ilagly ortamdaki mentol cevabyny gostermektedir.)
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bekil 4. Karbakol(0.1mg/ml) ile dnceden kastyrylmyp kurbada lst 6zofagus sirkuler diiz kas peritlerinde 2x10* M (A), 5x10™* M (B)
mentol ile elde edilen gevpeme tarzyndaki cevaplar tizerinde 10 M aminoguanidin, 10* M furosemid, 10°® M amilorid, 2mM ve 10mM
DETCA'nyn etkilerinin % dederlerinin ortalamalaryny (+SE) gosteren situn grafidi. Dederlendirilen perit sayysy 10 (n=10).

(Yci bop siitunlar kontrol uygulamasyny ici dolu siitunlar ise Ylagly ortamdaki mentol cevabyny gostermektedir.)
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pekil 5. 40mM KCl igeren Ringer solusyonu ile muamele edilen kurbada tist 6zofagus sirkiiler diiz kas peritleri tizerinde 5x10* M
mentoliin kalsiyum igeren ortamda (A) ve birinci kontrol uygulamasyny izleyen kalsiyumsuz ortamda (B), etkilerini gdsteren trase
ornekleri.

U 40mM KCl iceren Ringer solusyonu

J Ca®' igermeyen Ringer solusyonu
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bekil 6. 40mM KCl iceren Ringer solusyonu ile muamele edilen kurbada iist 6zofagus sirkiiler diiz kas peritleri tizerinde 5x10™ M
mentol uygulamasy ile olupan kontraktiir (A) ve ayny pekilde elde edilen kontraktiiriin 20.dakikada Ca?* icermeyen ortam ile muamelesi
(B), veya 10° M papaverinin ilavesi sonucu olupan gevpemelerin zamansal seyirlerini milimetre (mm) cinsinden gésteren grafik.
Dederlendirilen perit sayysy 9 (n=9). * p<0.001.

mentol gevpemelerinde nitrik oksid, sodyum

kanallary,prostaglandin,beta reseptérler ve Na'-H*
dediptokupu gibi mekanizmalaryn aracylydynyn

TARTIPMA

Calypmamyzda elde edilen bulgular nane
yadynyn ana bilepenlerinden biri olan mentolin
izole kurbada 6zofagus diiz kas peritlerinde dual
etkisinin oldudunu gostermektedir. Bu madde
karbakol ile 6nceden kastyrylmyp dokularda doza
badymly reversybl gevpemeler meydana
getirmekte; buna karpylyk yiksek potasyum iceren
ortamda ise doza badymly reversybl nitelikte
kontraktir  olupturmaktadyr. Gevpemeler, L-
NOARG, lidokain, indometasin, propranolol,
aminoguanidin, furosemid, amilorid ve DETCA'dan
anlamly bir pekilde etkilenmemiptir. Bu bulgular,

sbz konusu olamyyacadyny telkin etmektedir.
Muhtemelen mentol ile hasyl edilen gevpeme
tavpan ve kobay kalyn barsadynda gosterildidi gibi2
kalsiyum akymlary Gzerinden olupan bir etki
sonucu gelipebilir. Ancak s6z konusu gorupl
destekleyecek direkt bulgulara ihtiyag vardyr; bu
amagcla kurbada Ust segment 6zofagus duz kas
dokusundan elde edilen hucreler uzerinde patch-
clamp teknidi uygulamak suretiyle kalsiyum
akymlaryna yonelik araptyrma yapylabilir. Mentollin
duyusal noéronlar Uzerinde de benzer etkileri
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saptanmyptyr; bu dokuda kalsiyum kanallaryny
bloke etmek ve inaktivasyonu

kolaylaptyrmak suretiyle voltaja badymly kalsiyum
kanallarynyn fonksiyonunu zorlaptyrdydy
gosterilmiptir®.

Ylging olarak, ayny madde yilksek potasyum
iceren  ortamda  2x10* ve 5x10* M
konsantrasyonlarda kullanyldydy zaman izole
kurbada 6zofagus Ust segment peritlerinde doza
badymly kasylmalar olupturdu. Olay kalsiyumun
varlydyna ihtiyag gostermektedir; zira ortamdan
kalsiyum uzaklaptyryldydynda kontraktir
g6zlemlenmemektedir; kontraktiir sadlandyktan
sonra doku kalsiyumsuz ortama alyndydynda ise
hyzly bir gevpeme gorilmektedir. Kontraktir
olgusu 10 M atropinden etkilenmemekte ve 107
M papaverinle hyzly bir pekilde gevpemektedir.
Yiuksek potasyum igceren ortamda bulunan kas
dokusunda mentol kalsiyum kanallary bloke edici
dedil aksine kanal agycy olarak calypmak suretiyle
hiicre igerisine ekstrasellller kalsiyumun giripini
arttyrabilir; sonucta kasylma olayyny baplatabilir
veya bu olayyn gelipmesini kolaylaptyrabilir. Dider
yandan mentolin sarkoplazmik retikulumdan
kalsiyum salyverici etkisi de s6z konusu kasylma
olayyna katky sadlayabilir; zira 6nceden kalsiyumla
yuklendirilmip ~ izole  sarkoplazmik  retikulum
subfraksiyonlarynda mentolin kafeinin yaptydyna
benzer pekilde kalsiyum salyverici etkisi oldudu
gosterilmiptir®.

Sonug¢ olarak mentol diz kas dizeyinde dual
etkiye sahip olabilir, karbakol ile ©6nceden
kastyrylmyp dokuda kalsiyum kanal blokdri olarak
etkinlik hasyl ederken, yuksek potasyuma maruz
byrakylmyp oldudu durumlarda ayny dokuda
kalsiyum kanallarynyn agylmasyny kolaylaptyrabilir
ve boylece ekstraselliler kalsiyuma badymly
kasylmalar olupturabilir.

SUMMARY
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A study about the effects of menthol on
the isolated frog oesophageal smooth muscle
preparation.

In this study the effects of menthol on frog
upper oesophageal circular smooth muscle strips
were investigated. In a series of experiments the
effects of menthol on carbachol contracted tissues
were studied. Menthol (2x10* or 5x10* M)
decreased carbachol induced contraction in a dose
dependent manner. N“-nitro L-arginin (L-NOARG)
(5x10™ M) lidocaine (10° M), indomethacin (3x10°
M), aminoguanidine (10™* M), furosemide(10° M),
amiloride (10° M), propranolol (10° M), (DETCA)
(2 ve 10mM) had no significant effect on the
relaxations induced by menthol. In another group
of experiments the same substance (2x10™ or
5x10™ M) elicited contractile responses on the
strips incubated with high potassium (40mM). The
effect seemed to be dose dependent and was
abolished in Ca**-free medium. When treated with
Ca'’free medium or papaverine (10° M), the
tissue contracted with menthol in high potassium
medium completely relaxed, but atropine (10'6 M)
was found to be without effective in the same
experimental conditions.

In conclusion, menthol may have a dual effect
on smooth muscle. While menthol shows an effect
like a calcium channel blocker on the tissues
contracted with carbachol, it may facilitate opening
of calcium channels in the present of high
potassium and induce extracellular calcium-
dependent contractions.

Key words: Oesophagus, Menthol, Carbachol,
Potassium
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