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I.ULUSLARARASI VI. VETERINER
FARMAKOLOJi & TOKSiKOLOJi KONGRESi

04.09.2019 / CARSAMBA » WEDNESDAY

08.00-16.30 Kurslar

1630 Kayit

17.00-18.30 Aqilis Programi (Sabanci Kiiltir Merkezi)
17.00-1730  Acilis Konusmalari

17.30-18.00 Miizik Dinletisi

|. INTERNATIONAL VI. VETERINARY
PHARMACOLOGY & TOXICOLOGY CONGRESS

18.00-18.30 Prof.Dr. Tuncay Dilci Dijital- Bag Miicadele Dernegi Baskani
\19.30 Aqilis Yemedi (Kocasinan Belediyesi Sosyal Tesisleri)
05.09.2019 / PERSEMBE * THURSDAY
SALON 1+ ROOMT SALON 2« ROOM 2

09.00-10.15 | Oturum Bagskani: Begiim Yurdakdk Dikmen

09.15-09.45| Ramesh Gupta |Nufraceu[lca/s in Veterinary Medicine: Current and Future Challenges
09.45 -10.15 | Aneliya Milanova | ABC Transporters in Poultry in Health and Disease

1015-10.45 | Ara / Kahve Molasi « Break / Coffee Break

10.45 - 12.00 Oturum Bagkani: Selim Sekkin

11.00-11.30 | Tomaz Snoj Do Hormones in Food Cause Risk for Human Health?

1130-12.00 Renata Stysova | Use of Intracellular Dynamics in Sensitive Detection of Xenobiotics
- " |Rychtarikova | in Water

12.00-13.30| Ogle Yemedi * Lunch

‘13.30-14.35 Oturum Baskani: Murat Kanbur / Levent Altintas Oturum Baskani: Feride Kog / Fatih Sakin
Sanlurfa llinde Bazi Agir Metal (Cd Ve Pb) Kirliliginin Giivercin Kanlarinda Mevsimsel
13.35-13.50 | zzet Karahan Antioksidanlar: Ne Kadar ve Nasil Kullanilmali, Etkili mi? Fusiin Degerlendirilmesi
- - Antioxidants: How Much and How to Use, is it Effective? Temamogullan | Seasonal Evaluation of Some Heavy Metals (Cd and Pb) Pollution in Pigeon Blood
Samples in Sanlurfa Province
Sperma  Dilisyon ~ Solusyonlarina llave Edilen  Eritropoietinin Ratlarda Akut Kadmium Toksikasyonunda Merkezi Sinir Sisteminde GFAP
13.50-14.05 Spermatolojik P ve Oksidatif Stres Uzerine Etkisi Jsmail Bolat Ekspresyonlarinin Arastinimasi
- | Satilmis Effects of Erythropoietin Which is Added To Semen Dilution Solutions on Investigation of GFAP Expression in The Central Nervous System in Acute Cadmium

al Parameters and Oxidative Stress Toxication in Rats

Model Organizma Drosophila Melanogasterler'de Bisfenol A Uygulamasi Sonucu DNA
ve Ureme Performansinda Meydana Gelen Dedisimlere Karsi Resveratroliin Etkilerinin
Ulas Acaréz | Belirlenmesi

Determination of the Effects of Resveratrol Against Bisphenol A-induced DNA and
Reproductive Performance Alterations in Model Organism Drosophila Melanogasters

Kadmiyum Verilen Drosophila Melanogaster lerde Vitamin E'nin DNA Hasari
Ve Ureme Performasi Uzerine Koruyucu Rolindin Arastinimasi

Investigation of the Protective Role of Vitamin £ on DNA Damage and
Reproaluctive Performance in Drosophila melanogasters Exposed to Cadmium

14.05-14.20 | Sinan ince

Altiminyumun Yaksek (s Etsi fe Suya Geis ve Bu Suyun Koglarda In Urolitiazisi Bir Kedi ve Iki Kopekte Kotervin”in Etkinliginin Arastirimasi

. Abdliilkadir | Vitro Sperm Parametrelerine Etkisi Ilknur Karaca . o i
14.20-14.35 Kaya Transition of Aluminum to Water by High Heat Effect and the Effect of | Bekdlik Wfiﬁzm’g;me Effectiveness of Kotervin® at Treatment in A Cat and Two Dogs
Aluminum on In Vitro Parameters in Ram Semen
14.35-14.45| Ara / Kahve Molasi « Break / Coffee Break
14.45 - 16.05| Oturum Baskani: Songiil Sonal / Nurullah Ozdemir Oturum Bagkani: Handan A. Vural / Bilal Cem Liman
" Samsun Bolgesinde Uretilen Sigir Sitlerinde Tetrasiklin Antibiyotik Kalintilari .
14.50 - 15.05 gavuz Kirsad Tetracycline Antibiotics in Raw Cow’s Milk Produced in Samsun Province, | Ender Yarsan Balda Kirlfici Maddeler
as Turkey Pollutants in Honey

15.05-15.20| Irene Sartini in p ics and tissue depletion | Hasan Hiiseyin| Trkiye'de Zehirlenme Stpheli An Olimleri
- Orug

of
profiles in Bilgorajska geese Honey Bee Deaths with Suspected Poisonings in Turkey

Gaziantep Bolgesinden Toplanan Cig Siit ve Yoresel Peynir Orneklerinde R
15.20-15.35  Silkran Erka HPLC Vasitasiyla Aflatoksin Kalintilarinin Arastinimasi Kutlay Tarantula Cubensis Ekstrakti Gercedi ve Hayvan Sagliginda Onemi

; - 3 Investigation of Aflatoxin Residues by HPLC of Raw Milk and Local | Giirbulak The Fact of Tarantula Cubensis Extract and Its Importance in Animal Health
Cheese Samples Collected from Gaziantep Region

Ankara Piyasasinda Satisa Sunulan Bazi Alabalik Kas Orneklerinin

Cansu Oncii . Ly Giil Banu Dioksin: Cevremizdeki Tehlike
15.35-15.50 Florfenikol Kalintisi Yoniinden Taranmasi ok Ridloci .
Algan Screening of Trout Samples Sold in Ankara Markets in Terms of Florfenicol Cicek Bideci | Dioxin: Danger Around Us
o v _ Varroa_ Destructor'e Karsi Sentetik Piretroid, Organik Asit ve Esansiyel Yag Asit
15.50-16.05 | ilker Simsek Besin Zincirinde Mikroplastikler Yusuf Yavuz | Etkinliginin Arastinimas

Microplastics in The Food Chain Demirezen | Investigation of The Effectiveness of Synthetic Pyretroid, Organic Acid and Essential
Fat Acid Against Varroa Destructor

16.05-16.15 | Ara / Kahve Molasi « Break / Coffee Break

16.15 -18.05 | Oturum Baskani: Ahmet Atessahin / Sinan ince Oturum Baskami: Gokhan Eraslan/ Yavuz Kiirsad Das
Deneysel Olarak Tip Il Diyabet Olusturulmus Ratlardaki YaraModelinde Kudret Farkli Saklama Kosullarinda Muhafaza Edilen A, D, E Vitaminlerini iceren Bazi Veteriner
16.20-16.35 Hiisamettin | Nari (Momordica charantia) Meyvesi Yaginin Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri Al Bilgili Mistahzarlarinin Etkin Madde Dazeyleri
: | Ekici Effects of Bitter Melon (Momordica charantia) oil on Wound Healing in o Active Substances Levels in Some Veterinary Preparations Containing A, D, E Vitamins
an Experimental Type Il Diabetic Wound Model Stored in Different Condlitions
Inula Helenium Subsp. Pseudohelenium Ekstraktlarinin Fenolik Madde Deneysel Tip|I Diyabetik Sicanlarda Benzimidazol Tarevi Albendazol ve Lansoprazolun
16.35-16.50  Yusuf Alan Iceridi, Antimikrobiyal ve DNA Koruyucu Aktiviteleri Burak Dik Farkli Dozlarda Potansiyel Antidiyabetik Aktivitesi

Phenolic Content, Antimicrobial and DNA Protective Activities of Inula Potential Antidiabetic Activity of Benzimidazole Derivative Albendazole and

helenium subsp. pseudohelenium Extracts Lansoprazole Drugs in Different Doses in Experimental Type 2 Diabetic Rats
_ Streptozotosin lle Diyabet Olusumu Indiklenen Ratlarda Meydana Gelen Testis
Sinem Kisnis'in (Coriandrum sativum L.) Sitotoksik Etkinliinin In Vitro Hasar Uzerine Caksir (Ferula L) Ekstraktinin lyilestirici Etkisi: Histopatolojik ve
16.50 -17.05 Pehlivan Arastinimasi Ahmet Uyar | Immiinohistokimyasal Bir Inceleme
In Vitro Cytotoxic Activity of Coriander (Coriandrum sativum L.) Ameliorative effect of Ferula L extract against testicular damages of streptozotocin-
induced diabetic rats: A Histopathological and immunohistochemical ir |
Kayisi Cekirdedi Yaginin Myeloma Hiicreleri Uzerinde Antiproliferatif Di-(2-Etilheksil) Fitalat (DEHPYA Maruz Kalan Kedi Uterusunun Kasiima
17.05-17.20 | Hidayet Tutun | Etkisinin Arastinimasi Ruhi Kabakgi | Aktivitesindeki Dedisiklikler

Investigation of antiproliferative effect of apricot seed oil on myeloma cells | Alterations in the Contractile Activity of Cat Uterus Exposed to Di (2-ethylhexyi) Phthalate (DEHP)




I.ULUSLARARASI VI. VETERINER
FARMAKOLOJi & TOKSIKOLOJi KONGRES

I. INTERNATIONAL VI. VETERINARY
PHARMACOLOGY & TOXICOLOGY CONGRESS

05.09.2019 / PERSEMBE * THURSDAY

SALON 1+ ROOMT SALON 2« ROOM2

Broyler Yemine (42 Giin Boyunca) AFBI Katilarak Olusturulan Deneysel
Aflatoksikozisde Isirgan Otu Tohumu (Urtica Dioica L Seed) Ekstraktinin
Koruyucu Etkinliginin Arastirimasi ksisili ikiillerinin Toksisite Potansiyelinin Degerlendirilmesi

17.20-17.35 | Ethan Ayna Investigation of the Protective Efficacy of Nettle Seed (Urtica Dioica L Enes Giincim Screening The Toxicity Potential of Amoxicillin Nanoparticles
Seed) Extract in Experimental Aflatoxicosis Formed by Adding AFBI to
Broiler Feed for 42 Days
Balik Yetistiriciliginde Bitkilerin Bagisiklik ve Biiyime Uyarici Olarak GG4 (GXXXG) Motif Acisindan Fare, Sican, Insan ve Sigir alfa-1A Adrenerjik Reseptérleri
1735-17.50 Ataman Bilge | Kullanim Potansiyeli Ayea Cakmak Arasindaki Farkliliklarin Arastirimas
- | San The Potential Use of Plants As Immunostimulants and Growth Prometer | Y% GG4 (GxxxG) Motif Based Differences Between Bovine, Rat, Mouse And Human alpha-
in Fish Farming 1A Adrenergic Receptors
1750-18.05 Mehmet Bugra| And etrozolin Farmakokinetidi ve Gonodotropinler Uzerine Etkisi | Fatma Ceren | Japon Bildircinlarindia Danofloksasin ve Marbofloksasinin Kalinti Dizeylerinin Belirlenmesi
- | Kivrak Pharmacokinetic and Effect of Letrozole on ins in Anestrous Sheeps | Kirgiz Determination of Danofloxacin and Marbofloxacin Residue Levels in Japanese Quail
\19.00 GALA YEMEGi * GALA DINNER (Kayseri il Emniyet Madarliga Sosyal Tesisleri)

06.09.2019 / CUMA « FRIDAY

SALON1+ROOM1 SALON 2+ ROOM 2

09.00-10.15 | Oturum Bagkani: Abdurrahman Aksoy
R " The Use of Changes in Fish School Hierarchy in the Sensitive Detection
09.15-09.45| Dalibor Stys of Psychoactive C
09.45-1015 Wolfgang Certain Janus Kinase Inhibitors Inhibit also TRPVI - Implications for
g | Baumer Targeting itch and Pain
1015-1045 | Ara/ Kahve Molasi « Break / Coffee Break
10.45 - 12.00 Oturum Bagkani: Miirsel Karabacak
11.00 - 11.30 | Mario Giorgi ‘ Novel Molecules for Pain Relief in Veterinary Medicine: An Update
11.30 - 12.00 | Shimon Barel ‘ Pesticide Exposure and Risk to Bees and Beehive Products
12.00-13.30| Ogle Yemegi « Lunch
13.30 - 14.35 | Oturum Baskani: Kutlay Giirbulak / Hiisamettin Ekici Oturum Baskani: Haki Kara / Oguzhan Yavuz
1335-13.50 Yavuz Osman | Acil Servise Gelen Zehirlenme Vakalarinin Degerlendirilmesi Begiim Yurdakdk| Adli Veteriner Toksikoloji Yoniiyle Hayvan istismari
- " | Birdane Evaluation of Poisoning Cases in The Emergency Department  Dikmen Animal Abuse and Veterinary Forensic Toxicology
Sisteamin'in Toksik Etkilerinin Arastinimasi A. Sisteamin'in Farelerde N Geleneksel Veteriner Farmakoloji Egitimine Alternatif Yontemler: Ankara Universitesi
13.50 14,05 Dincer Erdag LD50 Diizeyinin Belirlenmesi Aytag Unsal | Ornegi
- 05| Dinger trdag Investigation of Toxic Effects of Cysteamine A. Determinatiin of LD50 | Adaca Alternative Methods for Traditional Veterinary Pharmacology Education: A Proposal
Level of Cysteamine for Ankara University
Glifosat-Bazli Herbisite Akut Maruziyet Sonrasi Sianlarda DNA Hasari,
Oksidan/Antioksidan Denge ve Bazi Biyokimyasal Parametrelerin
. . Degerlendirilmesi Antimikrobiyal Direncle Miicadelede Yikselen Yildiz: Tek Saglik Yaklasimi
14.05-14.20 Ruhi Tirkmen Evaluation of DNA Damage, Oxidant/Antioxidant Balance and Some ?a‘;;r’ltﬁrk The Rising Star in Combating Antimicrobial Resistance: One Health Approach
Biochemical Parameters in Rat Following Acute Exposure to Glyphosate-
based Herbicide
14201435 Mahmodul | Intracellular Drug Delivery by Exosomes: Present Condition and Future Arif Cilogiu Parazitlerde lla Direncliligi ve Direnglilik Analizleri
- “~"| Hasan Sohel | Perspective Drug Resistance in Parasites and Analyses of the Resistance

14.35-14.45

Ara / Kahve Molas! * Break / Coffee Break

14.45-16.00

Panel: Vektor Miicadelesi ve Halk Sagligi « Moderatdrler: Abdullah inci / Ender Yarsan
Panelistler: Bayram Sertkaya; Tarim ve Orman Bakanlid, Hayvan Sadli ve Karantina Daire Baskani / Sebahattin Yazici; Trabzon Biyiksehir Belediyesi, Saglik ve Sosyal Isler Daire Baskani
Ismail Kilig; Kayseri il Saglik Miidiirliga, Halk Saghdr Hizmetleri Baskani / Elgin Balcr; Erciyes Universitesi Tip Faklltesi Halk Sagiligi Anabilim Dali

16.00-16.10 | Ara / Kahve Molas! * Break / Coffee Break
16.10-17.45 | Oturum Baskani: Ayhan Filazi / Halis Oguz Oturum Baskani: Ali Bilgili / Hasan Hiiseyin Orug
16.15-16.30 Muhammet | Monensinin Civciv Karaciger Doku Kiiltird Hiicrelerinde Hepatotoksik Etkileri | Levent Laboratuvar Hayvanlarinda flac Kullanimi
== " | Yasin Tekeli | Hepatotoxic Effects of Monensin on Chick Liver Tissue Culture Cells Altintas Drug Use in Laboratory Animals
Tarkiye'de Toksikolojik Ve Givenlikle flgili Degerlendirmelerde Kullanilan Deney
16.30-16.45 Emine Trabecular Meshwork Hiicrelerine Kok Hiicre Farklilastirimasi Cagn Sinmez Hayvanlari Uzerine Bir Arastirma
- “ | Kiibra Bilir | Stem Cell Differentiation into Functioning Trabecular Meshwork Cells An Inquiry on Experimental Animals Used in Toxicological or Other Safety Evaluations
in Turkey
. M. Yenal Kopek Mastositom Hucre Serisinde c-KIT Geninin SIRNA  Araci Zeyno Tarkiye'de Laboratuvar Hayvanlarinda Anestezi, Analjezi ve Otenazi
16.45-17.00 Akkurt Susturulmasi . . Nuhoglu Anesthesia, Analgesia and Euthanasia in Laboratory Animals in Turkey
Silencing of the c-KIT gene through siRNA in Canine Mastocytoma Cell Line g
17.00-1715 | Recep Uyar MCF7 Hiicrelerinin BPA Ve DEHP Varliginda Vincristin'e Tepkisi Ozgiir Nanopartikiiller ve Sucul Ortam Uzerindeki Toksik Etkileri
. : P Uy Response of MCF7 Cells to Vincristin in Presence of BPA and DEHP Kuzukiran Nanoparticles and Their Toxic Effects on Aquatic Environment
Tarkiye'de Yetistir_jlen ) Gékkusag\ Alabahklanndan_ Izole Ed_\lgn
1715-17.30 izzethrcin ggmé’:;gfi””m Tarlerinde Plazmid Aracii Kinolon Direnc Genlerinin Muhammet | Nanoteknoloji ile Birlikte Gelen Yeni Bir Calisma Alani: Nanotoksikoloji
Saticioglt | otormination of Plasmid-mediated Quinolone Resistance Genes in |Havdar Uysal | A New Study Area Coming Together with Nanotechnology: Nanotoxicology
Chrysobacterium Species Isolated From Farmed Rainbow Trout in Turkey
Gokkusadi Alabahdinda (Oncorhynchus mykiss) Farkli Sogukta Saklama
. Modellemelerinde Biyojen Amin Diizeyleri ve Kimyasal Kalite Indeksi Bir Molekltn Yolculugu
17.30-17.45 | Enes Atmaca The Biogenic Amine Levels and Chemical Quality Index in Rainbow Trout Erdem Asian The Journey of a Molecule
(Oncorhynchus mykiss) at Various Storage Modellings
17.45-18.00| Ara / Kahve Molas| « Break / Coffee Break
18.00-19.00  Odlil Toreni / Bir Sonraki Kongre ini i i ‘
1945 | Aksam Yemedi « LUNCH \

€ Poster sunumlari kongre boyunca ilgili alanlarda asili bulundurulacaktir. Bildirilerdeki sorumlu yazarlarin, cay/kahve aralarinda posterlerinin basinda bulunmas! gerekmektedir. J

Sosyal Program
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POSTER BILDIiRILER — POSTER PRESENTATIONS

Rekombinant DNA Teknolojisi ile Asi Uretimi
Vaccine Production with Recombinant DNA Technology
Biisra MALAS, Hiisamettin EKICI

Olgu Sunumu: Sincap Maymunu(Saimiri sciureus) Akut Fipronil Toksikasyonu
Case Report: Squirrel Monkey’s (Saimiri sciureus) Acute Fipronil Toxication
Onur DEMIR, Ozgen OZDEMIR, Asiye TOY KOCAK, Zeynel ARSLAN, Sedat SEVIN

Kanatli isletmelerinde Ektoparazit Enfestasyonlari ve Miicadele Programlari
Ectoparasite Infestations and Control Programs In Poultry Companies
Yavuz ALTUN, Ender YARSAN

Asetilkolinin Glioblastoma Hiicrelerinde Huicre Canliligina Etkisi
The effects of Acetylcolin on the Cell Viability in Glioblastoma Cells
Yeliz KAYA, Gorkem KISMALI, Soner CENGIZ, Tevhide SEL

L-Karnitin ve Magnezyumun Deneysel Diyabet Olusturulan Ratlarin Dokularinda Oksidatif Stres ile
Sitokinler Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

The Effects of L-Carnitine and Magnesium on Oxidative Stress and Cytokines in Experimental
Diabetic Rats

Meryem SENTURK, Meryem EREN, Zeynep SOYER SARICA

Tuz Yardimli Sivi-Sivi Oziitleme Yéntemi Kullanilarak Siitte Makrosiklik Lakton Grubu Antihelmintik
ilaglarin Coklu Kalintilarinin Belirlenmesi igin Hizli ve Duyarli Bir HPLC Analiz Yéntemi

A Fast and Sensitive HPLC Method for Determination of Multiple Residues of Macrocyclic Lactone
Anthelmintic Drugs in Milk Using Salt Assisted Liquid-Liquid Extraction

Cengiz GOKBULUT, Biisra ASLAN, Oguzhan KORKUT, Elif AKSOZ

Tuz Yardimli Sivi-Sivi Oziitleme Yéntemi Kullanilarak Siitte Benzimidazol Grubu Antihelmintik
ilaglarin Coklu Kalintilarinin Belirlenmesi icin Hizli ve Duyarli Bir HPLC Analiz Yéntemi

A Fast and Sensitive HPLC Method for Determination of Multiple Residues of Benzimidazole
Anthelmintic Drugs in Milk Using Salt Assisted Liquid-Liquid Extraction

Cengiz Gokbulut, Blsra Aslan, Elif Akséz, Oguzhan Korkut

Streptozotosin ile Diyabet Olusturulmus Siganlarda Achillea Millefolium (Civanpergemi)’un DNA
Koruyucu Etkisi

DNA Protective Effect of Achillea Millefolium (Yarrow) in Diabetic Rats Treated by Streptozotocin
Kiibra Giiney KAYA, Selim SEKKIN

indometazin ile Olusturulan Gastrik Ulser Modelinde Oleuropeinin DNA Hasari ve Oksidatif Stres
Uzerindeki Etkisi

The Effect of Oleuropein on DNA Damage And Oxidative Stress in Gastric Ulcer Model with
Indometazine

Adem YAVAS, Selim SEKKIN

idrar Yolu Enfeksiyonlarinda Patojen Bakterilerin Varliginin ve Antibiyotiklere Duyarliliklarinin
Arastiriimasi

Investigation of The Presence of Pathogenic Bacteria in Urinary Tract Infections and Their Antibiotic
Susceptibilities

Selin CATIKOGLU, Selim SEKKIN

Nanoteknoloji ve Veteriner Farmakoloji Alaninda Kullanilmasi

Nanotechnology and Using in Veterinary Pharmacology

Giil Banu CIGEK BIDECI

Turkiye'de Tibbi Bitkilerin Etnoveteriner Kullanimlari

Ethnoveterinary Uses of Medicinal Plants in Turkey

Ceren ANLAS, Ataman Bilge SARI, Tiilay BAKIREL, Oya USTUNER
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P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

Bazi Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan ve Antiradikal Aktivitelerinin Arastiriimasi
Investigation of Antioxidant and Antiradical Activities of Some Propolis Extracts
Hasan AYDIN

Didesildimetilamonyum kloridin Rat Duodenum, Jejunum ve ileum Diiz Kaslari Uzerine Etkilerinin
Arastiriimasi

The Investigation Of The Effects Of Didecyldimethylammonium Chloride On The Smooth Muscle of
Duodenum, Jejunum And lleum In Rats

Yunus Emre UZGUR, Ebru YILDIRIM, Begiim YURDAKOK DIKMEN

Gamitromisinin In Vitro Rat Uterus Diiz Kas Uzerine Etkisi
The Effect of Gamithromycin on Smooth Muscle of Rat Uterus In Vitro
Tolga TRAK, Ebru YILDIRIM, Begiim YURDAKOK DIKMEN

P-glikoprotein’in Antibakteriyel Tedavideki Roli ve Biyosensor Teknolojisi ile Tespiti
Role of P-glycoprotein on Antibacterial Theraphy and Detection of p-gp with Biosensor Technology
Yagmur TURGUT, Begiim YURDAKOK-DIKMEN, Recep UYAR, Mehmet Altay UNAL

Tibbi Bitkiler veya Uriinler Ne Kadar Giivenli
How Safe are Medicinal Plants or Products
Sinem PEHLIVAN, Melike Fiisun DEMIR

Balda Zehirli Etki Olusturan Bitkiler
Toxic Plants in Honey
Siimeyye Aliye UNAL, Ender YARSAN

Erkek Reproduktif Toksikolojide Musk Keton ve Musk Ksilen
Musk Ketone and Musk Xylene in Male Reproductive Toxicology
Baris OTUN, Begiim YURDAKOK-DIKMEN

Hayvan Yem ve Yem Hammaddelerinde Aflatoksin B1’in Belirlenmesi igin Analiz Yontemleri
Analytical Methods for Determination of Aflatoxin B1 in Animal Feeds and Feedstuffs
Saima MUSHTAQ, Yavuz Kiirsad DAS, Abdurrahman AKSOY

Tibbi Bitkilerin Esansiyel Yag ve Solvent Ekstraktlarinin Kimyasal igeriklerinin Taranmasi ve Veteriner
Fitoterapi Yoniinden Karsilastirilmasi: Foeniculum vulgare Mill. Ornegi

Screening and Comparison of Chemical Contents of Essential Oil and Solvent Extracts of Medicinal
Plants in Line With The Potential Use in Veterinary Medicine: A sample - Foeniculum vulgare Mill.
Mustafa YiPEL, Nurullah OZDEMIR

Veteriner Hekimlikte Zehirlenme Siipheli Orneklerin Sistematik Toksikolojik Analizi
Systematic Toxicological Analysis of Poisoning Suspected Samples in Veterinary Medicine
Oguzhan YAVUZ, Orhan TOKUR, Zeyno NUHOGLU, Saima MUSHTAQ, Aylin PEHLIVAN, Ozge
MARANGOZ

Kenevirin Sicanlarda Fertilite Uzerine Etkileri

The Effect of Cannabis on Fertility in Rats

Serdal KURT, M.Mesud HURKUL

Ciftlik hayvanlarinda oksidatif stresin fertilite tGzerindeki rolu
The role of oxidative stress on fertility in farm animals
Serdal KURT, M. Mesud HURKUL

Alkalin komet yontemi kullanilarak diklofenak sodyum genotoksisitesinin in vitro incelenmesi
In vitro investigation of diclofenac sodium genotoxicity using alkaline comet assay
Anil Yilmaz, Sevtap Aydin

Salvia officinalis L. Esansiyel Yaginin Kimyasal iceriginin Taranmasi ve Veteriner Fitoterapi Yéniinden
DegerlendirilmesiScreening of the Chemical Composition of Salvia officinalis L. Essential Oil and
Evaluation in Terms of Veterinary Phytotherapy

MustafaYiPEL, Nurullah OZDEMIR



P27 Kirmizi Yanakli Su Kaplumbagalarinda (Trachemys scripta elegans) Asiklovirin Farmakokinetigi
Uzerine Benzilpenisilinin Etkisi
Effect of Benzylpenicillin on Acyclovir Pharmacokinetics in Red-Eared Slider Turtles (Trachemys
scripta elegans)
Duygu DURNA CORUM, Orhan CORUM, Orkun ATIK, Hatice ESER FAKI, Feray ALTAN, Kamil UNEY

P28 Koyunlarda Levofloksasinin Dagilim Kinetigi Uzerine Tolfenamik Asit ve Fluniksin Megluminin Etkisi
Influences of Tolfenamic Acid and Flunixin Meglumine on Disposition Kinetics of Levofloxacin in
Sheep
Duygu DURNA CORUM, Orhan CORUM, Ramazan YILDIZ, Hatice ESER FAKI, Merve IDER, Gul CETIN,
Kamil UNEY

P29 Farkli Balik Tiirlerinden Elde Edilen Mukusun Ratlarda Karrageninle indiiklenen inflamatuvar Penge

Odemine Etkileri

Effects of Mucus From Different Fish Species on Carrageenan Induced Inflammatory Paw Edema in
Rats

Mustafa HITIT, Orhan CORUM, Mehmet OZBEK, Kamil UNEY, Ertugrul TERZI, Gokhan ARSLAN, Adem
Yavuz SONMEZ

P30 Fare, insan ve Kedi Beta-1 Adrenerjik Reseptérlerinde GG4 (GXXXG) Motif Farkliliklar
GG4 Motif Based Differences Between Beta-1 Adrenergic Receptors of Human, Mouse and Cat.

Siileyman AYDIN, Ayga CAKMAK

P31 Plasental Transport Proteinleri ve Cevresel Kirleticiler
Placental Transport Proteins and Environmental Pollutants
Recep UYAR, Begiim YURDAKOK-DIKMEN, Yagmur TURGUT, Ayhan FILAZI

P32 Kitosan Biyopolimeri ile Birlikte Kullanilan Plateletten Zengin Plazmanin (PRP), in Vitro Etkinliginin
Arastirilmasi
Investigation of In Vitro Efficacy of Platelet Rich Plasma (PRP) Used with Chitosan Biopolymer
Mustafa TURK, Melike ATAMAN

P33 Hastaliklarda Mitokondriyal Disfonksiyonun Rolu
The Role of Mitochondrial Dysfunction in Diseases
Hatice ESER FAKI, Bunyamin TRAS

P34 Oksitetrasiklin igeren Veteriner Miistahzarlarin Etken Madde Diizeyleri Uzerine Farkli Saklama
Sartlarinin Etkileri
Active Matter Levels in the original and open forms of the veterinary preparations kept under
different storage conditions and containing oxytetracycline
Shahram SAGHAEI, Ender YARSAN

P35 Hayvan Yetistiriciligi ve Gida Uretim Yerlerinde Dezenfektan Kullanimi
Use of Disinfectants in Food Production Areas and Animal Breeding
Cansu ONCU ALGAN, Emine BAYDAN

P36 Cad'da Antidiyabetik Olarak Kullanilan Bitkiler
Antidiabetic Plants Used in Chad
Allafouza Tidjani MAHAMAT, Levent ALTINTAS

P37 Bazl Organik Klorlu Bilesikler ve Poliklorlu Bifenillerin Balik Hiicre Hatti Uzerindeki
Proliferatif/Antiproliferatif Etkisi
Proliferative/Antiproliferative Effect of Selected Organochlorine Compounds (OCs) and
Polychlorinated Biphenyls (PCBs) on A Fish Cell Line
Orhan TOKUR, Abdurrahman AKSOY

P38 ineklerde Kuru Dénem Tedavisinde Cephapirin Benzathine ile Cephapirin Benzathine+Proteolitik
Enzimlerin Etkinliginin Kargilastiriimasi
Comparison of Effectiveness of Cephapirin Benzathine and Cephapirin Benzathine+Proteolytic
Enzymes in the Treatment of Dry off in Cows
Merve SARIOGLU

\



P39 Kedilerde ve Képeklerde Agir Metal Maruziyetinin Belirlenmesi
The Evaluation of Heavy Metal Exposure in Cats and Dogs
Handan Hilal ARSLAN, Oguzhan YAVUZ, Duygu TARHAN,

Ozge MARANGOZ, Basar Ulas SAYILKAN, Alev Meltem ERCAN,
Ercan KARABULUT, Mehmet Erman OR

P40 Pharmacokinetics and Tissue Residues of Meloxicam in Geese: Computing A Theoretical Effective
Dose
I Sartini, B. tebkowska-Wieruszewska, A. Lisowski, A. Poapolathep, M. Giorgi

P41 Pharmacokinetics of Vilazodone in Dogs: Can Feeding Affect it?

I. Sartini, M. Gbylik-Sikorska, B. tebkowska-Wieruszewska, A. Gajda, A. Lisowski, C. J. Kowalski,
A. Posyniak, A. Poapolathep, M. Giorgi
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Nutraceuticals in Veterinary Medicine: Current And Future Challenges

Ramesh C. Gupta

Toxicology Department, MSU Breathitt Veterinary Center, Hopkinsville, KY USA; Ajay Srivastava and
Rajiv Lall, Vets Plus Inc, Menomonie, WI, USA

ABSTRACT: The complementary and alternative medicines, commonly referred to as
Ayurvedic, Unani, Traditional Chinese, and herbal medicines, have been used for thousands
of years for good health and for the prevention and treatment of diseases in humans and
animals. By the turn of the 21 century, the use of nutraceuticals in veterinary medicine
became as popular as it is in human medicine. Out of the US and Europe, 80% of people rely
on dietary supplements. Presently, 150 million Americans consume at least one supplement
every day. Currently, the nutraceutical industry is worth more than $250 billion per year. By
having antioxidative, anti-inflammatory, immunomodulatory, cytoprotective, apoptotic/anti-
apoptotic, antimicrobial, anti-parasitic, anti-fungal and many other properties, nutraceuticals
are used for cardiac, respiratory, hepatic, neurodegenerative, metabolic and diabetes,
arthritis, cancer, and other ailments. Phytochemicals are also playing a vital role in
controlling vectors and thereby mitigating the spread of diseases such as malaria, West Nile,
Lyme, dengue, and others around the globe. In spite of their worldwide use, nutraceuticals
lack mechanistic rationale and quality standards compared to pharmacotherapeutic drugs
because of their inadequate efficacy, safety and toxicity evaluation, and regulatory
guidelines. In the EU, current regulations require evidence that herbal medicinal products
meet acceptable standards of quality, safety, and efficacy before a product can be issued. In
the US, the only major regulation related to nutraceuticals is the 1994 passage of the Dietary
Supplement Health and Education Act by the US Congress. Currently, the nutraceutical
industry is facing too many challenges, including bioavailability and bioenhancers, quality
control, evidence of therapeutic efficacy, food-nutraceutical-pharmaceutical interaction, and
assurance of product safety. In the context of poor absorptions and bioavailability, iron
transport tocopheryl polyethylene glycol succinate (ITPGS) appears to be an ideal promising
molecule as bioenhancer to improve absorption and bioavailability of nutraceuticals. Future

investigations may focus on hormesis, metabolomics, nutriphenomics, pharmacophore, and



bioinformatics. In conclusion, with the current world population at eight billion, rising health
care costs, and drug resistance, the use of complementary and alternative medicine is
inevitable. By all means, the future of nutraceuticals in human and animal health seems

bright as novel nutraceuticals will divulge optimal efficacy with few or no side effects.
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Certain Janus kinase inhibitors inhibit also TRPV1 - Implications for targeting itch and pain.

Wolfgang Bdumer®?, Laura Sanabria-Ojeda?, Tomoki Fukuyama! and Denis Fourches?

!Department of Molecular Biomedical Sciences, College of Veterinary Medicine, North Carolina State
University, Raleigh, NC
?|nstitute of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Freie Universitét Berlin.
3Department of Chemistry, North Carolina State University, Raleigh, NC

Our working group could demonstrate for the two Janus kinase (JAK) inhibitors oclacitinib
and tofacitinib that as an off-target effect they inhibit the transient receptor potential cation
channel subfamily V. member 1 (TRPV1) or capsaicin receptor. We wondered, whether this is
a general property of JAK inhibitors or just true for the two structurally similar JAK inhibitors.
By molecular docking experiments we identified AZD1480 as a JAK inhibitor with similar
inhibitory profile as oclacitinib but predicted to lack significant binding activity to the

capsaicin binding site of TRPV1.

In vitro, we collected the dorsal root ganglia (DRG) of BALB/c mice and used Fura-2
ratiometric calcium imaging to evaluate response of DRG neurons to itch inducing mediators
like IL-31, histamine, chloroquine and capsaicin after preincubation with AZD1480 and
compared the data with those obtained for oclacitinib and tofacitinib. In vivo female BALB/c
mice that were treated orally with 30 mg/kg AZD1480, 30 minutes prior to an intradermal
injection of IL-31, histamine, and chloroquine. The mice’s scratching behavior was recorded
for 30 minutes after stimulus injection. Also, wiping response to capsaicin was recorded.
Comparable to oclacitinib and tofacitinib, AZD1480 significantly reduced the in vitro
response of DRG neurons to IL-31, histamine, and chloroquine. Mice treated with AZD1480
also showed significant reduction in scratching behavior after stimulus with IL- 31, histamine,
and chloroquine. Of note, histamine and chloroquine are pruritic mediators that are not
activating the JAK-pathway. However, in contrast to oclacitinib and tofacitinib, the capsaicin
induced wiping behavior was only slightly reduced. This data imply that AZD1480 has broad
anti-itch properties but fewer impact on TRPV1 associated pain. In more general it opens the
possibility to characterize JAK inhibitors for an off-target effect which might give them
superior efficacy in pain- and itch- related diseases like atopic dermatitis or rheumatoid

arthritis.



ABC transporters in poultry in health and disease

Aneliya Milanova

Department of Pharmacology, Physiology of Animals and Physiological Chemistry, Faculty of
Veterinary Medicine, Trakia University, 6000 Stara Zagora, Bulgaria

ATP-binding cassette (ABC) efflux membrane transporters are now recognized to affect the
absorption, distribution and elimination of a wide range of drugs. Moreover, increasing
evidence suggest their role in the pathogenesis of important diseases. Efflux proteins,
encoded by ABCB1, ABCC2 and ABCG2 genes, are expressed in poultry species. The tissue
localization of ABCB1, ABCC2 and ABCG2 resembles that described in mammals, suggesting
similar functions in drug disposition, albeit with quantitative differences between individual
animal species. Their level of expression and functional activity could be modulated by
drugs, probiotics and by infection diseases. Fluoroquinolones are their substrates and they
provoke inhibition of their function. That could explain the specific kinetic behavior, of these
drugs including the high concentrations in the gastrointestinal tract after parenteral
administration and some drug-drug interactions. Experimentally induced colibacillosis
provokes significant decrease of ABCB1 mRNA expression in gastro-intestinal tract. These
levels are partly restored after oral treatment with fluoroquinolones. Coccidiosis can down-
regulate expression of ABCB1 mRNA in the target tissue for Eimeria spp. and treatment with
coccidiocidal drugs lead to partial restoration of the levels of this efflux transporter.
Recognition of the importance of the structure and function of microbiome in the
gastrointestinal tract as a key factor for the health of poultry is increasing. Oral
administration of Lactobacillus spp., with or without antibiotics, significantly changes ABCC2

and ABCG2 mRNAs in the duodenum and in the liver of chickens.

All these investigations in chickens suggest that more attention should be paid to the effects
of drug administration, structure of microbiome, bacterial endotoxins and protozoan
infections, as well as inflammation on the levels of expression and function of ABC
transporters. Since these proteins serve as a barrier at different sites of organism, they have
not only a protective role, but might serve also as targets to improve the penetration of

drugs into target tissues.



Do hormones in food cause risk for human health?

Tomaz Snoj

Veterinary Faculty, Institute of Preclinical Sciences; 1000 Ljubljana, SLOVENIA

In many countries consumption of food of animal origin has increased in the last decades. In
the same period drop of semen quality was observed and increased incidence of
chryptorhism, hypospadias and some hormone-related cancers (testicular, prostate, breast
cancer) were reported by several studies. It is assumed that besides lifestyle, exogenous
compounds with hormonal (mostly estrogenic) activity in food and water might be
associated with these disorders. Environmental pollutants with estrogenic activity (some
pesticides, bisphenols, phthalates, PCBs...) and hormones in the food of animal origin might
interact with consumers endocrine system and cause reproductive and health disorders.
Food of animal origin contains relatively high amounts of androgens, estrogens,
progestogens, and glucocorticoids. Thus, the modern western diet is a source of
considerable amounts of exogenous hormones. Of all foods hen’s egg yolk contains the
highest amounts of estrogens. Additionally, nowadays cows are milked to 7" or 8" month of
pregnancy when estrogen production by the placenta is on a high level and thus milk of such
cows contains a high amount of estrogens. Therefore, milk that we consume now contains
much more estrogens than milk which was consumed 100 years ago. Meat also contains
several hormones and increased meat consumption presents additional exposure to
exogenous hormones. Moreover, due to the steroid thermo-tolerance, thermally processed
products contain the same amounts of steroid compounds as non-processed products. Since
the veterinary profession is responsible for food safety assurance, the presence of hormones
in food should be taken into consideration by competent authorities. Even though there is
no scientific conclusion about the role of exogenous hormones in the incidence of
reproductive and health disorders, intensive consumption of food of animal origin might be

a piece in a mosaic of occurrence of the mentioned health issues.



The Use of Changes in Fish School Hierarchy in the Sensitive Detection of Psychoactive

Compounds

Dalibor Stys

University of South Bohemia, CZECHIA

We constructed a 5iD viewer [1] -- a system of 4 mirrors in an illumination box recording
simultaneously 5 views on a given experimental object, i.e. a fish aquarium in this case, by a
fast-speed high-resolution digital camera. The 5iD system was calibrated in order to correct
acquired time-lapse image data geometrically and colourimetrically, e.g. [2]. In this way, we
obtained a realistic three-dimensional time-lapse view on the behaviour of fish school in the
aquarium. The next image processing of the system and visualization of the resulted data
gave us information on movement (trajectory) of each fish individual as well as on mutual
interactions of the fish individuals of Puntius tetrazona in school hierarchy in time. The
obtained results were strongly dependent on the number, sex and size/maturity of fish
individuals as well as on the concentration of the psychoactive compound such as ethanol in
the aquarium. From our preliminary results we can conclude that the behaviour of the fish
school and individuals shows the general features of behaviour which is typical of any animal

group/society including the human one.
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Topic: Use of Intracellular Dynamics in Sensitive Detection of Xenobiotics in Water

Reneta Stysova Rychtarikova

University of South, CZECHIA

One of the microscopic technique which is still a bit repressed is bright-field photon
transmission microscopy. The main advantages of this method from the point of view of
biology are that we need not allocate any labels to live cells and tissues, this technique does
not require any complicated biological sample preparation as well as any complicated
technical microscope arrangement (as in case of fluorescent light microscopy or electron
microscopy). However, the method of bright field suffers from low contrast of the observed
intracellular structures. To localize the centre of mass of dynamical light-diffracting objects
such as organelles in order to be able to be tracked in time-lapse bright-field microscopy
image sets of unlabeled live cells and tissues can be crucial for understanding of many

biological phenomena like cell growth, mass transportation, and cell migration.

We developed algorithms for tracking cell organelles in bright-field microscopy data sets and
statistical evaluation of the organelles’ trajectories. We utilized some of the physical
approaches, methods, devices, and algorithms developed at the Institute of Complex
Systems, University of South Bohemia in Ceské Budéjovice, Czech Republic: The microscopic
image data were acquired using a custom-made sub-resolved videoenhanced microscope
equipped with a strong source of illumination (which highlights the borders of diffracting
objects), a high-resolved high-speed colour camera (which give a primary signal of high
structured objects), and a sample holder movable along the optical axis (which allows us to
find in-focus objects in each optical cut), e.g., [1]. The primary camera signal in the form of
the Bayer mask, raw, image was processed by the algorithm of simultaneous optical path
and camera calibration and image data correction [2]. The in-focus part of the images will be
selected on the basis of computation of variables derived from the Rényi information
entropy — a point information gain, a point divergence gain and relevant entropies and

entropy densities [3—4].



Currently, using the approaches mentioned above, we deal with the observation and
evaluation of changes of the intracellular and cellular dynamics of human sarcoma cells

under the presence of pesticides.
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Pesticide exposure and risk assessment to bees and beehive products

Shimon Barel', Roy Sperling?, Levent Aydin3, A. Onur Girisgin3, Jakob A. Shimshoni*

1 Department of Toxicology, Kimron Veterinary Institute, Ministry of Agriculture, Beit-Dagan, Israel.
2 Department of Instrumental Analytic, Bilacon GMbH, Berlin, Germany.
3 Department of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Uludag, Bursa, Turkey
4 Department of Food Quality & Safety, Institute for Postharvest and Food Sciences, Agricultural

Research Organization, Volcani Center, Rishon Letzion, Israel.

Background and Aims: Pesticide residues acquired by bee foragers outside of the colony are
of concern. We now know that a variety of pesticides used in honey bee colonies can have
adverse, sub lethal effects on individual bees and their tissues. Honey bees may also contact

insecticides applied to crops both before and during crop bloom.

Several studies claimed that pesticides tend to accumulate in hives, mainly in honey,
beeswax and pollen. Forager honeybees from colonies placed in natural ecosystems and
agricultural crops carry numerous environmental chemicals from air, soil, water, and
vegetation, which accumulate in their hives mainly within honey, beeswax and pollen.

Honeybees are increasingly being employed to monitor environmental pollutants such as
heavy metals, pesticides and radionuclides. Previous studies indicated honey bees capability
to detect various compounds environmental pollutants such as heavy metals, pesticides and

radionuclides at ppt/ppq levels.

Most risk assessments have focused on direct acute exposure of bees to agrochemicals from
spray drift. However, the large number of pesticide residues found in pollen and honey
demand a thorough evaluation of all residual compounds so as to identify those of highest

risk to bees.

Aims: To evaluate toxicological and food safety risk of pesticide contamination as well as
prophylactic and detoxification mechanisms of pesticides in hive.
To evaluate whether bee products are efficient bio indicator for toxic agrochemicals as
pesticides and natural toxins as pyrrolizidine alkaloids (PAs) toxic secondary metabolites
produced by various weeds, at agricultural-residential interfaces.

* Not: Tam metni 465. sayfada yer almaktadir.



Methods About 32 beehives were placed at 7 different sites at a rural area of 3 km radius
for one year (June 2017-Jun 2018). Various orchards and field crops were grown during the
respective year, in which different pesticides (insecticides, fungicides, acaricides and
herbicides were employed during that time period. Beehives were monitored and analyzed
for 660 pesticides, fungicides and herbicides. Pesticides were determined in honey and
beeswax (n=50), by GC-MS/MS and LC-MS/MS and the wax-to-honey partitioning was

determined for each beehive.

Results: At least two pesticides (acaricides) contaminated the honey and beeswax samples
simultaneously, in which, amitraz metabolites and coumaphos were frequently detected.
The neonicotinoid insecticides and the hydrophilic herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid,
were found only in honey samples. Whereas the lipophilic pesticides were predominantly
found in beeswax. In honey, Nineteen different pesticides were found in beeswayx, including
amitraz metabolites and coumaphos commonly used for apiculture treatment against varroa
mites. The number of pesticides found in the beehive didn’t reflect the number of pesticides
used in the aforementioned field. Seven pesticides were found in honey at concentrations
ten times lower than in beeswax. The total mean pesticide concentration in honey was 45.7
ug/kg (n=32). chromium displayed the highest mean concentration (65 pg/kg), followed by

zinc, whereas lead and molybdenum occurred only in beeswax.

Conclusions: The study clearly demonstrates beeswax lack of potential to be used as a
general bioindicator for pesticide exposure. On the other hand, honey might be a more
suitable bioindicator for the filed application of neonicotinoids. Since neonicotinoids are
polar and water soluble compounds, they display a stronger tendency to distribute within
the honey compartment rather than in wax, while the non-polar pesticides displayed a

greater tendency to accumulate in bees wax, as was demonstrated by our field data.

The physico-chemical properties i.e. lipophilicity and octanol/water partition coefficient
(Kow), polarity, density, fluidity and solubility of bee products such as beeswax, honey,
pollen and propolis, are key parameters for their underlying detoxifying process and colony
defense system. The natural protection mechanisms eventually leading to enhanced bees
and bee product safety can be explained and demonstrate by the physio-chemical properties

of the beeswax.
10
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Biyosidal liriinler, halk ve gevre sagligi alaninda kullanilan pestisitler ve giivenli

kullanimlari

Oguzhan YAVUZ

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, 55139,
Samsun

Ozet: Kimyasal veya biyolojik acidan herhangi bir zararli organizma iizerinde kontrol edici etki
gosteren aktif madde ve formulasyonlara biyosidal Griin adi verilmekte ve halk (gevre) sagligi
alaninda kullanilan pestisitler biyosidal Griin kapsaminda degerlendirilmektedir. Bitiin diinyada
vektor muicadelesinde en fazla kullanilan yéntem olan pestisitlerin yararlari yaninda birgok
istenmeyen etkileri mevcuttur. Bu nedenle, pestisitlerin halk saghgi alaninda glvenli kullanim
pratiklerinin bilinmesi insan, hayvan ve gevre saghginin korunmasi agisindan son derece 6nemlidir. Bu
bildiride biyosidal trlin kavrami ve biyosidal Griin gruplari, halk saglig alaninda kullanilan pestisitler,

pestisitlerden kaynaklanabilecek zararlar ve giivenli pestisit kullanimi hakkinda bilgi verilmistir.

Abstract: Biocidal products are defined as active substances and preparations intended to control of
any harmful organism by chemical or biological means and public (environmental) health pesticides
are evaluated in frame of biocidal products. In addition to the benefits of pesticides, which are the
most widely used methods in vector control worldwide, there are many undesirable effects.
Therefore, knowing the safe use practices of public health pesticides is very important for the
protection of human, animal and environmental health. In this paper, information regarding the
concept of biocidal product and biocidal product groups, pesticides used in public health area,

adverse effects of pesticides and safe pesticide use are given.

Giris

insanlar ve evcil hayvanlar yizyillardan beri zararli canlilarla bir arada yasamakta ve bu
zararhlar 1sirma, kan emme gibi basit rahatsizliklardan; sitma, tifiis, Kirrm-Kongo Kanamal
Atesi gibi son derece tehlikeli hastaliklari bulastirmaya kadar birgok istenmeyen etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle halk sagliginin korunmasi, insan ve hayvanlardaki vektorel
hastaliklarin engellenmesi ve yasam standartlarinin arttirilmasi igin zararlilarla micadele
sarttir. Vektor zararlilarin etkin ve glvenli kontroli igin bir¢ok bilesenin bir arada
degerlendirildigi ve esas olarak kimyasal maddelerin en az diizeyde kullaniimasini gerektiren

entegre miicadele uygulamalari son derece dnemli olmakla birlikte; kolayca bulunabilmeleri,
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uygulamalarinin pratik olmasi, kisa zamanda etkin sonuglar elde edilebilmesi gibi nedenlerle
pestisitlerin gesitli sekillerde uygulanmasi ile gergeklestirilen kimyasal miicadele glinimizde

en sik kullanilan yontem durumundadir (Yavuz, 2001; Bonnefoy ve ark., 2008).

Pestisitler bircok alanda uygulanmalarina ragmen, temel olarak zirai miicadele ve halk
(cevre) sagligi alaninda kullanimlari 6n plana ¢ikmaktadir. Halk sagligi alani, ev, ofis, park-
bahge, barinak gibi insan ve evcil hayvanlarin yerlesim, calisma ve giindelik yasamiyla ilgili
fiziki cevrede zararlilara karsi yapilan miicadeleyi kapsamaktadir (Yavuz, 2001; Sencan, 2017).
Halk saghgi alaninda vektér micadelesinde kullanilan pestisitler yaygin olarak kullaniimaya
baslandiklari 1940’lardan glinimiize kadar geleneksel olarak zirai miicadele pestisitlerinden
ayri olarak degerlendirilmis ve 6zel olarak uygulama ve givenlik kuralari gelistirilmistir.
Avrupa Birligi yaklasik 20 yil 6nce halk saghgi pestisitleri ile diizenlemeleri “Biyosidal triinler”
kapsamina almistir, Glkemizde de mevzuat uyumunun gergeklestirilmesi ile halk saghgi
alaninda kullanilan pestisitler, biyosidal Urln olarak degerlendirilmektedir (European

Commission, 1998, Saglik Bakanlgi, 2009).

Halk saghgi alaninda vektor miicadelesinde vazgegilmez bir konumda olan pestisitler, sinirsiz
ve sorumsuz sekilde kullaniimalari sonucu ne yazik ki glinimizin en tehlikeli ¢evre
kirleticilerinden biri durumuna gelmistir. Bu nedenle zararli miicadelesi yaparken, ayni
zamanda insan, hayvan ve gevre sagliginin korunmasi igin pestisitlerin glivenli kullanim
kurallari ve prensiplerinin bilinmesi ve titizlikle uygulanmasi son derece énem tasimaktadir

(Kaya, 2002; Cetin, 2016).

Bu bildiride biyosidal triin kavrami ve biyosidal drlin gruplari, halk sagligi alaninda kullanilan
pestisitler, kullanim alanlari, siniflandiriimalari, uygulamada onemli pestisit gruplar,
pestisitlerden kaynaklanabilecek zararlar ve givenli pestisit kullanimi hakkinda bilgi

verilecektir.

Biyosidal Uiriin kavrami ve biyosidal {iriin gruplari

Avrupa Birligi tarafindan Subat 1998’de yayimlanan 98/8 EC sayili “Biyosidal Uriinler
Direktifi” ile kullanimi yayginlasan biyosidal {riin; bir veya birden fazla aktif madde igeren,

kullanima hazir halde satisa sunulmus, kimyasal veya biyolojik agidan herhangi bir zararli
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organizma Uzerinde kontrol edici etki gosteren veya hareketini kisitlayan, uzaklastiran,
zararsiz kilan, yok eden aktif maddeleri ve mistahzarlara verilen isimdir (European

Commission, 1998).

Bu direktif ile halk saghigi alaninda kullanilan pestisitler de dahil olmak tzere, temel olarak
zararl micadelesinde kullanilan Grinler 4 ana grup altinda 23 baglikta toplanmistir.
Ulkemizde de mevzuat uyum calismalarina Saglik Bakanliginca baslanmis ve Biyosidal Uriin
Yonetmeligi 2009 yilinin sonunda yayimlanmistir (Saghk Bakanligi, 2009). Direktif Mayis
2012’de yerini 528/2012 sayili diizenlemeye birakmis ve biyosidal Griinler 22 tip olarak
belirlenmistir (European Commission, 2012). Biyosidal Uriinler Yénetmeligi de 2014 yilinda
uyumlu hale getirilmistir. Biyosidal Griin gruplari, Grin tipleri ve temel kullanim alanlari Tablo

1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Biyosidal trtin gruplari, triin tipleri ve temel kullanim alanlari (Kaynak: European Commission, 2012)

No Uriin Tipi Tanimi ve temel kullanim alanlari

1. ANA GRUP: DEZENFEKTANLAR

Uriin tipi 1 insan hijyeni insanlarda hijyenik amagla viicut ve kafa derisinin dezenfeksiyonu
icin kullanilan Grtnler
Uriin tipi 2 Dogrudan  insan  ve -Dogrudan gida ve yem ile temas etmeyen ylizey, materyal,
hayvanlar Uzerinde ekipman ve mobilyalarin dezenfeksiyonu igin kullanilan triinler
kullanilmayan -Yuzme havuzu, akvaryum, banyo ve diger sular, klima sistemleri,
dezenfektan ve algisidler kisisel, halka agik ve profesyonel aktiviteler igin kullanilan duvar ve
(yosun onleyiciler) yuzeylerin dezenfeksiyonu igin kullanilan Grinler
-insan tilketimine sunulmayan hava ve sularin dezenfeksiyonu,
kimyasal tuvaletler, atik su, hastane atiklari ve toprak hijyen
Grdnleri
-Yuzme havuzlari, akvaryumlar ve diger sular ile ilgili ekipman ve
altyapi materyalinde yosun onleyiciler
-Dezenfektan ozelliklere sahip islenmis Urlinler tiretmek amaciyla
kullanilan kumas, pecete, maske, boya ve diger malzemeler
Uriin tipi 3 Veteriner hijyen -Dezenfektanlar, dezenfeksiyon sabunlari, oral veya haricen
uygulanan hijyen drlnleri veya antimikrobiyel fonksiyona sahip
artinler
-Hayvan barinaklarinda ve taginmasinda kullanilan materyal ve

yuzeylerin dezenfeksiyonunda kullanilan trinler
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Uriin tipi 4

Uriin tipi 5

Gida ve yem alani

icme suyu

-insan ve hayvanlarin tiiketimine sunulan gida ve yemlerin (igme
suyu dahil) Gretimi, tasinmasi ve depolanmasinda kullanilan
ekipman, konteynir, ara¢ ve vyuzeylerin dezenfeksiyonunda
kullanilan driinler

-insan ve hayvanlara sunulan igme suyu dezenfektanlari

Tablo 1. (Devam)

2. ANA GRUP: KORUYUCULAR

Uriin tipi 6

Uriin tipi 7

Uriin tipi 8

Uriin tipi 9

Uriin tipi 10

Uriin tipi 11

Uriin tipi 12

Uriin tipi 13

Uriinlerin depolama
suresince korunmasinda

kullanilan Griinler

Film koruyucular

Ahsap koruyucular

Elyaf, deri, kauguk ve

polimerize materyal
koruyuculari
insaat malzemesi
koruyucular

Sogutma ve isleme
sistemlerinde  kullanilan

sivi koruyuculari

Salyangoz 6nleyiciler

isleme ve kesme swi

koruyuculari

-Gidalar, yem maddeleri, kozmetikler, tibbi Urlinler ve tibbi

cihazlar digsindaki Uretilmis Griinlerin  miktobiyal bozulmasini

engelleyerek raf OmrinG garantiye almak igin kullanilan
koruyucular
-Rodentisit, insektisit ve diger zararll micadele yemlerinin
depolanmasinda kullanilan koruyucular

-Boya, plastik, izolasyon malzemeleri, duvar yapistiricilari, kagitlar
ve sanat eserleri gibi malzemeleri mikrobiyal bozunma ya da
yosun Uremesine karsi korumak igin kullanilan filmler veya
kaplama malzemeleri

-Uretim veya kullanim asamasinda ahsap malzemeleri tahrip eden
bocekler ve diger organizmalara karsi koruyucu trtinler

-Bu Girtin tipi hem koruyucu hem de olusan sorunu giderici drlnleri
kapsar

-Deri, kauguk, kagit ve kumas gibi elyaf ya da polimerize
materyallerin mikrobiyolojik bozulmaya karsi koruyucu triinler

-Bu Urin tipi, mikroorganizmalarin malzeme ylzeyine yerlesmesini
ve bu sayede koku olusumunu engelleyen biyosidal tirtinleri igerir
Ahsap  disindaki  duvarcilik, kompozit ve diger insaat
malzemelerinin mikrobiyal ve alg bulasmasina karsi koruyan
Grlnler

-Sogutma ve isleme sistemlerinde kullanilan su veya diger sivilari
mikroplar, algler gibi zararli organizmalara karsi koruyucu trtinler
-icme ve havuz suyu dezenfektanlari bu iiriin tipine dahil degildir
Sanayi islemlerinde kullanilan malzemelerin, ekipmanlarin ve
yapilarin Gzerinde salyangozlari engellemek ve kontrol etmek igin
kullanilan drinler

Metal, cam veya diger materyalin islenmesinde veya kesilmesinde
kullanilan sivilarin - mikrobik bozulmaya karsi korunmasinda

kullanilan Grinler
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Tablo 1. (Devam)

3. ANA GRUP: HASERE KONTROL

Uriin tipi 14
Uriin tipi 15
Oriin tipi 16

Uriin tipi 17
Uriin tipi 18

Uriin tipi 19

Uriin tipi 20

Rodentisitler

Avisitler

Mollususitler, vermisitler
ve diger omurgasizlarin
kontrolinde  kullanilan
Uriinler

Pisisitler

Insektisitler, akarisitler ve
diger artropodlarin
kontrolinde  kullanilan
trlinler

Kovucu ve gekiciler

Diger omurgalilarin

kontroli

Fare, sican ya da diger kemiricilerin kontroliinde kullanilan Grinler
Kuslarin kontroltinde kullanilan trtinler
Yumusakcalar, solucanlar ve diger omurgasizlarin kontroliinde

kullanilan ve diger gruplara girmeyen Uriinler

Baliklarin kontroliinde kullanilan triinler

Baocekler, akarlar gibi artropodlarin kontroltinde kullanilan tGriinler

Zararh organizmalarin kontroliinde kullanilan drinler (pire gibi
omurgasiz, ya da kus, balik ve kemiriciler gibi omurgali), kovma ya
da ¢ekme ozelliginden dolayi, insan ya da hayvan hijyeninde
dolayh ya da dolaysiz olarak kullanilan rinler

Zararli omurgalilarin kontroliinde kullanilan ve diger trtin tiplerine

girmeyen Urlinler

4. ANA GRUP: DiGER BiYOSIDAL URUNLER

Uriin tipi 21

Uriin tipi 22

Antifouling Grtnler

Mumyalama ve hayvan

postu doldurma sivilari

Tekne, su kiltiiri ekipmanlari ve suda kullanilan diger yapilar
Uzerinde yap! bozucu organizmalarin (mikroplar ve daha ylksek
bitki ve hayvan turleri) biyimesini ve yerlesmesini kontrol etmek
icin kullanilan drtinler

cesetlerinin  korunmasinda  ve

insan ya da hayvan

dezenfeksiyonunda kullanilan tirtinler

Halk saghgi alaninda kullanilan pestisitler

Pestisit terimi kisaca pest (hasarat) adi verilen zararli canlilari 6ldirmek igin kullanilan

madde anlamina gelir. Ama genel tanimi sdyledir: insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz

cisimlerin (izerinde ya da gevresinde bulunan veya yasayan; ayrica besin maddelerinin

retimi, hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda onlarin besin degerlerini azaltan

veya hasara ugratan zararhlar (bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.)

oldirmek igin kullanilan maddelerdir (Kaya, 2002).
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Pestisitlerin bugiinkii anlamda yogun ve yaygin sekilde kullanimlari isvigreli kimyaci Paul
Mualler’in, 1939 yilinda diklorodifenil trikloroetan'in (DDT) pestisit 6zelligini belirlemesi ve
organik klorlu insektisitlerin piyasaya siiriilmesi ile baglamis ve ikinci Diinya Savasi yillarinda
sinir gazi olarak bulunan paratiyon ve diger organik fosforlu bilesiklerin kullaniimaya
baslanmasi pestisit kullaniminda énemli bir déniim noktasi olmustur. ilk kullanima
girdiklerinde adeta mucize olarak gorilen organik klorlu insektisitlerin zararlarinin
anlasilmasi ve 1970’lerden itibaren kullanimlarinin kisitlanmaya baslanmasiyla hedef disi
canhlara ve cevreye daha az zararli karbamatlar, sentetik piretroidler gibi bilesikler
gelistirilmistir. Ozellikle sentetik piretroid grubunun halk saghgi alaninda kullaniimalari, gerek
zehirliliklerinin uygunlugu, gerekse birikici yonlerinin zayifligi bakimlarindan buyik faydalar
saglamistir. Glinimizde butin dinyada pestisitler cok yaygin sekilde kullaniimakta olup,
tlketilen pestisit miktari her gegen yil daha da artmaktadir (WHO, 2006; Bonnefoy, 2008).

Genel olarak pestisitlerin kullanim yerleri tarimsal amagh (zirai miicadele) kullanim ve halk
(cevre) saghgi alaninda kullanim olarak ikiye ayrilir. Bunun yaninda dogrudan insanlar ve
hayvanlarin Uzerinde kullanilan pestisitler de 6nemli kullanim alanlarindandir. Pestisitlerin
kullanildigi diger alanlar bahgecilik, balik yetistiriciligi, ormancilik, titsileme ve ahsap
koruma, depo, ambar vb. bolgelerin zararlilardan korunmasi, duvar kagidi yapistiricihgl,
boyalar vb. insaat sekt6ri, denizlerin ve deniz tasitlarinin zararhlardan korunmasi, gidalarin

saklanmasi olarak belirtilebilir (Yavuz, 2001).

Pestisitler farkli 6zellikleri dikkate alinarak degisik sekillerde siniflandiriimaktadirlar: etki
ettikleri zararliya gore (insektisitler, akarisitler, rodentisitler vb.), etki sekillerine gére (mide,
temas, sistemik zehirler; fumigantlar; repellentler vb.), etkiledikleri zararlinin gelisim
evresine gore (larvisitler, adultisitler vb.), etki hizlarina gore (yere sericiler, kalici etkililer),
kalciliklarina gére (kalici olmayanlar, kalicilar vb.), kimyasal yapi ve kaynaklarina gore
(organik fosforlular, sentetik piretriodler, neonikotinoidler vb.) siniflandiriimaktadirlar
(Yavuz, 2001; Kaya, 2002). Onemli bir siniflandirma sekli olan pestisitlerin zehirliliklerine gére

siniflandirniimalarina ileriki bélimlerde deginilecektir.

Halk saghigi alaninda kullanilan 6nemli pestisit gruplari

ilk kullaniimalarindan bugiine kadar cevre saghg alaninda kullanilan en énemli insektisitler

organik klorlular, asetil kolin esteraz inhibitorleri (organik fosforlular ve karbamatlar),
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piretrin ve sentetik piretroidler ve neonikotinoidler olarak belirtilebilir. Bunun yaninda zararli
béceklerin larva formlarina karsi kullanilan bocek gelisim dizenleyicileri (kitin sentez
inhibitorleri ve juvenil hormon analoglari) ve bakteriyel Urlinler ile bocekleri 6ldirmeyip
ortamdan veya insan ve evcil hayvanlarin viicutlarindan uzak tutan repellent maddeler de
cevre saghgl kapsaminda ele alinmasi gereken Grtinlerdir (Yavuz, 2001; WHO, 2006; Cetin,

2016).

Organik klorlu insektisitler, hidrokarbonlarin gesitli oranlarda klorlanmasi ile elde edilen
Urtnlerdir. Geg¢miste c¢evre saghgl alaninda ¢ok genis boyutlarda kullanilan
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), aldrin, endosilfan, lindan, dieldrin, metoksiklor,
heptaklor, klordan gibi organik klorlular ¢cevrede ¢ok uzun slre kalmalari, ekolojik dengeyi
bozmalari, besin zincirine girerek insanlarda kanser basta olmak lzere birgok istenmeyen
etkilere neden olmalari nedeniyle giinimiizde tamamen terkedilmis ve neredeyse bitiin

diinyada yasaklanmistir (Yavuz, 2001; Kaya, 2002).

Asetil kolin esteraz inhibitorleri, yakin zamana kadar halk sagligi alaninda vektor
muicadelesinde en fazla kullanilan insektisit gruplarindan biridir. Organik fosforlu ve
karbamat insektisitler memelilerde sinir uglarinda asetil kolin’i parcalayayan asetil kolin
esteraz enzimini baskilayarak, asetil kolinin birikmesini ve tiim muskarinik ve nikotinik
reseptorlerin asiri uyariimasina neden olurlar. Organik fosforlularda enzimi baglama
déntstmslizken, karbamatlarda bu baglanmanin dénisimli oldugu kabul edilir. Organik
fosforlular insanlarda ve evcisl hayvanlarda ozellikle yiiksek dozlarda perakut ve akut
zehirlilige neden olarak 6liime yol agabilir. Yakin gegmise kadar, halk saghgi alaninda sentetik
piretroidlerle birlikte en ¢ok kullanilan organik fosforlu insektisitler, hedef disi
organizmalarda 6zellikle akut zehirliliklerinin ylksek olmasi nedeniyle giinimizde
kullanimlari sinirlanmis ve hemen tamami yasaklanmistir (Yavuz, 2001; Kaya, 2002; Cetin,

2016).

Sentetik piretroid insektisitler, pyretrum ya da krisentam giceklerinden (Chrysanthemum
cinerariaefolium, C. coccineum) ekstre edilen ve piretrin maddesinden sentezlenen
bilesiklerdir. Dogal piretrinlerden sentezlenen birgok sentetik piretroidler, son yillarda bitki

koruma, veteriner hekimligi ve 6zellikle halk saghgi alaninda en fazla kullanilan insektisit
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grubu haline gelmistir. Sentetik piretroidlerin memeliler igin oldukga giivenli olmalari ve
bircok zararliya karsi biyolojik etkinlik gostermeleri tercih edilmelerinin baslica sebepleridir.
Ancak sentetik piretroidlerin énemli bir 6zelligi, memelilere karsi givenli gortinimlerine
ragmen, biyotransformasyonlarinin ¢ok yavas ve vicuttaki yari dmurlerinin uzun olmasi
nedeniyle baliklara, bazi su canlilarina ve bal arilarina karsi asiri zehirli olmalaridir. Bu
ylzden baliklarin ve bal arilarinin bulundugu bolgelerde ¢ok dikkatli kullaniimalidirlar. Ev igi
kullanim sirasinda uygulanan ortamda akvaryum bulunmasi halinde bu o6zellikleri

unutulmamalidir.

Neonikotinoid insektisitler, ilk defa 1970’li yillarda kursun bilesikleri (izerinde yapilan
calismalarda tesadlfen disik insektisit etkili bilesikler olarak kesfedilen ve giinimizde hem
zirai micadele hem de halk sagligi alaninda yaygin kullanilan maddelerdir. Neonikotinoid
insektisitlerin kimyasal yapilari nikotine benzediginden “yeni nikotin-benzeri insektisitler”
olarak isimlendirilmektedir. Hem boceklerde hem de hedef disi canlilarda merkezi sinir
sistemindeki nikotinik asetilkolin reseptdrlerine baglanarak nikotin benzeri uyarici etkilere
neden olurlar. Boceklerde bu baglanma siki ve geri dénlslimsizdir, bu nedenle de
boceklerdeki toksik etkileri kuslar ve memelilere gore c¢ok daha siddetlidir. Ancak,
neonikotinoid insektisitlerin cevreye, dzellikle de ari kolonileri Gizerine zararli etkileri 6zellikle
Avrupa Birliginde (AB) tartisma konusu olmus ve imidakloprid, klotianidin ve tiametoksam’in
zirai micadele amaciyla kullanimlari yasaklanmistir. Neonikotinoid insektisitlerin biyosidal
Urtn olarak halk sagligi alaninda zararli miicadelesinde kullanimlarina iliskin bir kisitlama

bulunmamaktadir (Marangoz ve Yavuz, 2018).

Larva micadelesinde kullanilan Bocek Gelisim Dizenleyicileri (BGD; Insect Growth
Regulators; IGRs) ve bakteriyel Grlnler de halk sagligi alaninda zararli micadelesinde 6nemli
Urtnlerdir. BGD'ler, haserelerin yasam evrelerinin belirli donemlerinde etki ederek, gelisimini
o evrede durdururlar. Genel kapsamda juvenil hormon anologlari, kitin sentez inhibitorleri ve
diger bocek gelisim dlzenleyiciler olarak gruplandirilirlar (Kaya, 2002). Juvenil Hormon
Anologlari, bdéceklerin metamorfozu sirasinda larvadan pupaya gegisi engellerler. Bu
maddeler memelilere karsi zehirli olmamalari bakimindan biyiik yarar saglarlar. Kitin Sentez
inhibitérleri ise, béceklerin dis iskeletinin biyiik bileseni olan kitinin olusumuna engel

olurlar. Omurgalilar ve ¢ogu bitkilerde kitin bulunmadigindan kitinin kontroll ile ilgili bu

20



maddelerin kullanimi insan, evcil ve yabani hayvanlar ve bitkiler icin emin gorilmektedir.
Bunun vyaninda bazi bakteriler sporlari ve toksinleri sayesinde vektor kontroliinde
kullanilmaktadirlar. Bakterileri canli uygulamak yerine, glinimiizde bu bakterilerin toksin
iceren sporlari fermantasyon yolu ile Uretilip izole edilmekte ve gesitli formiilasyonlar halinde
hazirlanarak kimyasal insektisidler gibi kullanilmakta ve bunlara biyoinsektisid adi
verilmektedir. Bakteri spor ve toksinleri larvalar tarafindan yenildiginde protein endotoksini
icermeleri nedeniyle sindirimden sonra larvalarin barsak epiteline hiicum ederek epiteli
pargalarlar ve larvanin 8liimiine neden olurlar. insanlar igin oldukga giivenli olduklarindan
larva oldurlict olarak gerektiginde icme suyu ve tarim amagh kullanilan sularda da
kullanilabilirler (Yavuz, 2001).

Bocek ve diger eklem bacaklilarin konak arama davranisini bozmak Uzere gelistirilmis
kimyasal madde veya Urln olarak tanimlanan repellent (kagirici, kovucu) maddeler insan ve
evcil hayvanlarin dogrudan derilerine, Uzerlerinde bulunan giysilerine ve bazi durumlarda
perde ve aglara uygulandiklarinda sivrisinek, karasinek, kene gibi zararlilarin saldirisini
engelleyen veya onlari kovan iriinlerdir. Onceleri yogunlukla sivrisineklere karsi kullanilan
Urtnler piyasada yer alirken, tlkemizde o6zellikle Kirnm Kongo Kanamali Atesi Hastaligi
vakalarinin 2002 yilindan itibaren gorilmeye baslanmasiyla kenelere karsi kullanilan

repellent Urlinler de 6nemli dlglide artmistir (Dinler ve Yavuz, 2010).

Halk sagligi alaninda donemli pestisit gruplari ve biyosidal Griin olarak kullaniimak Uzere

Avrupa Birliginde ve tlkemizde ruhsath aktif madde 6rnekleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Halk saghgi alaninda 6nemli pestisit gruplari ve biyosidal triin olarak kullanilmak tizere Avrupa

Birliginde ve tilkemizde ruhsatli aktif madde 6rnekleri (Saglik Bakanhgi, 2019).

Pestisit grubu Biyosidal iiriin olarak kullanilan ruhsath aktif maddeler
Organik klorlular* DDT, Hexacholorobenzene, Lindan, Endosulfan
Organik fosforlular* Chlorpyriphos  etyl, Chlorpyriphos metyl, Malathion, Temephos,

Fenithrothion, Fenthion

Karbamatlar Bendiocarb, Fenoxycarb
Sentetik piretroidler Cypermethrin,  Cyphenothrin,  Cyfluthrin,  d-phenothrin,  alpha-
Cypermethrin,  Imiprothrin,  Deltamethrin,  epsilon-Momfluorothrin,

Etofenprox, Lambda-cyhalothrin, Metofluthrin, Permethrin, Transfluthrin

Neonikotinoidler Clothianidin, Acetamiprid, Dinotefuran, imidacloprid, Thiamethoxam
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Bocek gelisim dizenleyiciler Hexaflumuron, Diflubenzuron, Cyromazine, Pyriproxyfen, S-Methoprene
Bakteri kokenli larvisitler Bacillus sphaericus,
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis Serotype H14,
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
Repellentler DEET, Z-tricosene, Decanoic acid, Ethyl butylacetylaminopropionate
(IR3535), Lauric acid, Azadirachta Indica ekstrakti, Methyl nonyl ketone,

Nonanoic acid, Pelargonic acid

*Biyosidal trlin olarak halk saghgi alaninda zararli miicadelesinde kullanimlari yasaklanmistir.

Pestisitlerin Onemli Zararlari

Zararli miicadelesinde artik vazgegilmez nitelikte gériinen pestisitlerin suistimal derecesinde
bilingsizce ve kontrolsuz bir sekilde kullanimlari halinde, gok 6nemli saglik sakincalari ortaya
cikabilmektedir. Pestisitlerden kaynaklanan baslica sorunlar zararlilarin direng kazanmalari,
akut ve kronik zehirlilik, karsinojenik, mutajenik, teratojenik etki riskleri ve ¢evre ve besin

kirlenmesi olarak belirtilebilir (Yavuz, 2001; Bonnefoy, 2008).

Pestisitlere direng (rezistans); kisaca zararlilarin daha 6nce basariyla uygulanan pestisitlerden
artik etkilenmemeleridir. Dinya Saghk Orgiiti ise diren¢ olgusunu "normal bir
populasyondaki bireylerin ¢ogunu 6ldirdigu tespit edilen zehirli bir maddenin belirli bir
dozuna karsi, ayni tiirlin diger bir populasyonundaki bireylerin tolerans kazanma yeteneginin
gelismesi" seklinde tanimlamaktadir. Son 50 yildir vektor kontroliinde biyik miktarlarda
kullanilan pestisitlere karsi zararllarda direng olustugu artik tartisilmaz bir gergektir (Yavuz,

2001; Cetin, 2016).

Pestisitler, kullanilma seklinin bir geregi olarak, belli hedef zararlilari 6ldirmek igin, etkin bir
sekil altinda dogrudan c¢evreye, barinaklara, insan ve hayvanlara uygulandigindan,
zehirlenme riski her zaman vardir. ideal bir pestisitin zararlilara yénelik seckin bir etkinlik
gbstermesi istenmesine ragmen, ongoriilen derecede seckinlik géstermeyen bu tir bilesikler,
insan, hayvan sagligi ve ¢evre yoniinden siirekli sakincalar olugturan maddeler niteligindedir.
Pestisitlerin Uretimi, paketlenmesi, dagitimi ve uygulanmasi agamalarinda mesleki iliskisi olan
pek cok kisi bu tir ilaglara maruz kalabildigi gibi, ayni ortamda bulunan insanlar, gevredeki
hayvanlar, tarimsal yonden yararh canlilar, arilar, ipek bocekleri ve baliklar zarar gorebilir

(Kaya, 2002).
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Pestisitler canh viicuduna agiz, deri ve solunum yollari ile girer. Bunlar arasinda 6nemli temas
yollarindan biri deri yoluyla maruz kalmadir. Deriden maruziyet sonucunda irkilti, ekzama ve
sistemik enfeksiyonlara kadar bozukluklar meydana gelebilir. Bu maruziyet seklinde deri
rengi, cinsiyet, sicaklik, nem, bulasik giysilerin uzun sire giyilmesi vb. faktérler nemlidir. Bu
faktorlerle birlikte pestisit igerisinde bulunan tasiyici ve yardimci maddeler de deriden
emilimde 6nemli rol oynar ve ¢ogu zaman pestisit ile birlikte bulunan tasit maddeler emilimi
azaltir. Pestisitler ozellikle agik alan ilaglamasi sisleme veya ULV (ultra low volume; ¢ok kiigiik
hacimli uygulama) seklinde uygulandiklarinda, deri yaninda, viicuda solunum sistemi
aracihiginda girer; damla gapi 1-3 mikron arasinda olan partikiller alveollere kadar ulasip
kolayca emilirken, >3 mikron olanlar daha az emilirler. Pestisitler igme suyu veya
besinlerdeki kalintilari, kazara, intihar veya kasitli olarak bagskasini zehirlemek igin
kullanildiklarinda, agiz yoluyla viicuda girerler (Yavuz, 2001; Kaya, 2002; WHO, 2006;
Bonnefoy, 2008).

Karsinojenik etki riski basta organik klorlu bilesikler olmak Uzere pestisitlerin en 6nemli
zararlarindandir, Doza bagli sekilde pestisitlerden bazilarinin deney hayvanlarinda, 6zellikle
karaciger ve tiroid bezinde olmak lzere, iyi ve kétli huylu tiimérlerin olugmasina yol agtiklari;
bazi epidemiyolojik ¢alismalarda da mesleki ve cevresel olarak pestisitlerden etkilenen

kisilerde kanser riskinde artis oldugu bildirilmektedir (Yavuz, 2001).

BazI pestisitlerin mutajenik ve teratojenik etkileri vardir. ABD'de yapilan ¢alismalarda tarim
iscilerinin ¢ocuklarinda extremite eksikligi gibi bozukluklarin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Elde yeterli bilgi bulunmamakla birlikte DDT ve tiirevierinin, malatiyon, diklorvos, paratiyon
gibi organik fosforlular ve metil karbamatlar basta olmak lzere karbamat bilesiklerinin bir

gogunun bu tir etkileri vardir (Yavuz, 2001; Bonnefoy, 2008).

Pestisitler, hedef zararlilar ve insan disinda ¢evrede de olumsuz etkilere yol agabilir ve
giinimuizin en onemli gevre kirleticilerinden biridir. Ayrica pestisitler, zararlilarin dogal
dismanlarina, arilara, baliklara, kuslara ve yaban hayvanlarina da zararl olabilirler. Bu
etkileri nedeniyle bir¢cok pestisit yasaklanmistir. Yiyeceklerdeki pestisit kalintilari da insan ve

evcil hayvanlar icin énemli bir sorundur. Pestisitler ayrica atik yonetim hatalari, sizinti,
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sigrama vb. sebeplerle yeralti sularina da ulasabilmekte ve c¢evre icin tehlike

olusturabilmektedirler (Bonnefoy, 2008).

Giivenli Pestisit Kullanimi

Goruldugu gibi, kontrolli bir sekilde ve uygulama talimatlarina gére uygulanmis olsalar bile,
pestisitlerin tamamiyla glivenle ve sakincasizca kullaniimalari séz konusu degildir, yani az
veya ¢ok tehlikelidirler. Bu nedenle, pestisitlerin zehirliliklerinin ortaya konmasi igin birgok
calisma yapilmakta ve pestisitler toksikolojik 6zelliklerine gore siniflandirilarak, kullanimlari
uygulama sekilleri buna gore diizenlenmektedir. Giniimiizde Diinya Saglk Orgiiti ve
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA)'nin yapmis oldugu zehirlilik

siniflandirmalari kabul gérmektedir (Yavuz, 2001).

Pestisitlerin zehirliliklerine gore siniflandiriimalarinin temeli, siganlar igin akut oral (agiz
yoluyla) LDso degerine dayanir. LDsg degeri, bir maddenin deneme hayvanlarina herhangi bir
yolla, bir defada verildigi zaman deneme hayvanlarinin % 50’sini 6ldiiren mg/kg cinsinden
dozu ifade etmektedir. Bu deger ne kadar kiglikse, maddenin zehirliligi o kadar fazladir. Oral
LDso ile birlikte dermal (deri yoluyla) LDso degeri daha disiikse, dermal LDso dikkate
alinmaktadir (WHO, 2006). Diinya Saglik Orgiitii'niin ve EPA’nin bu kriterlere gére yapmis

oldugu zehirlilik siniflandirmalari Tablo 3 ve 4’de goriilmektedir.

Tablo 3. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan pestisitlerin zehirliliklerine gore siniflandirilmasi (WHO, 2006).

Tehlike Sinifi Siganlar igin LDso (mg/kg)
Agiz Yoluyla Deri Yoluyla

Kati Swvi Kati S
la-ileri Derecede Tehlikeli <5 <20 <10 <40
Ib-Yiiksek derecede Tehlikeli 5-50 20-200 10-100 40-400
1I-Orta Derecede Tehlikeli 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
I11-Hafif Tehlikeli >501 >2001 >1001 > 4001
Tablo  5-Normal  kullanimda > 2000 >3000

pratik olarak zararsiz

Bu siniflandirmada etkin madde esas alinmaktadir. Fakat bu etkin maddeler baz
formulasyonlar igerisinde belli yogunluklarda bulunabilecekleri gibi ¢ogu zaman bir

formilasyonda birden fazla etkin madde bulunabilir. Dogal olarak bu durumda

24



formulasyonun zehirlilik sinifi degisecektir. Bu gibi hallerde formilasyonun zehirlilik degeri

cesitli formdllerle hesaplanmaktadir (WHO, 2006).

Tablo 4. EPA tarafindan pestisitlerin zehirliliklerine gére siniflandiriimasi.

Zehirlilik Siganlarda Siganlarda Siganlarda Goze etkisi Deriye etkisi
Sinifi oral LDso dermal LDso solunum
(mg/kg) (mg/kg) LCso(mg/L)

Sinif | <50 <200 <0.2 Yakici, 7 gln iginde Yakici
korneada donlstimsiz
bulaniklik

Sinif I 50-500 200-2000 0.2-2.0 Korneadaki bulaniklik 7gin 72 saatte
icinde donusumlt; 7 gin siddetliirkilti
kalicr irkilti

Nhtialll 500-5000 2000-20 000 2.0-20 Korneada bulaniklik yok; 72 saatte orta
irkilti 7 gin icinde derecede
donlisimsiiz irkilti

Sinif IV > 5000 >20000 >20 irkilti yok 72 saatte orta-

hafif derecede

irkilti

Zehirliliklerine gére bu sekilde siniflandirilan ve ¢ok 6nemli sakincalari olan pestisitlerin,

zararlarini olabildigince azaltabilmek igin, pestisit uygulamalarinda asagidaki kurallara

mutlaka uyulmasi gerekmektedir (Yavuz, 2001; Kaya, 2002; WHO, 2006; Bonnefoy, 2008,

Cetin, 2016).

1. Vektor micadele programlarinda kimyasal micadele yerine imkan bulundugunca diger

mucadele yontemlerinin kullanilmasina galisiimalidir.

2. Uygun pestisit segimi;

Pestisit kullanmak gerekiyorsa en uygun olani segilmeye

cahsiimalidir. Yani hedef zararlilara karsi en etkili, cevre ve canlilar icin en az zararli ve

maliyeti en ucuz pestisit segilmelidir. Bir bolgede miicadeleye baslamadan oOnce, o

bélgedeki populasyonlarin daha 6nce hangi pestisitlerle karsilastiklari, bolgedeki tarimsal

pestisit kullanim durumu incelenerek direng olusumunun engellenmesi de onemli bir

konudur. Ayrica halk ve gevre saghdi alaninda kullanilacak pestisitlerin mutlaka Saglik

Bakanhgi tarafindan izinlendirilmis olmasi gerekmektedir.
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3. Pestisit uygulanan mesken ve barinaklar ile is ve ¢alisma yerlerinin kapi ve pencereleri
belli bir slire iyice kapatilmali ve bu siire sonunda da ¢ok iyi bir sekilde havalandiriimalidir.
Uygulama sirasinda ve sonrasinda havalandirma esnasinda uygulama alaninda insanlar ve
evcil hayvanlar bulunmamalidir.

4. Uygulama Oncesi koruyucu onlemler alinmali, uygulayicilar egitilmeli, uygulamalar asla
cocuklara yaptiriimamali, diger isgiler ilaclama sahasindan uzaklastiriimalidir.

5. Ambalaji bozuk ilaglar satin alinmamali, kullanilan ilacin Gzerindeki etiket bilgileri eksiksiz
ve okunur olmalidir.

6. Uygulayicilar, tulum, sapka, ¢izme, eldiven, maske gibi koruyucu malzemeleri mutlaka
kullanmalidir.

7. Asiri zehirli olan tarim zararhlarina karsi kullanilan pestisitler asla halk saghgi alaninda
kullanilmamalidir.

8. Gerekli donanim, pestisit ve diger malzemeler zamaninda hazirlanmali, ekipmanlarin
bakim ve ayarlari diizenli olarak yapilmaldir.

9. Pestisit karistirirken veya uygularken yemek yenmemeli, icki ve sigara igilmemeli, en
kiglk bir bulasmada bulasik yerler hemen su ve sabunla yikanmalidir.

10. Kullanim 6ncesi pestisitler hakkinda gerekli bilgi edinilmeli, pestisitn dozu 6nerilen
oranda ve hedef zararliya uygun zamanda uygulanmalidir.

11. Uygulama uygun hava kosullarinda, riizgarsiz, yagissiz havada ve giinin serin
saatlerinde yapilmalidir.

12. Pestisit uygulanan sahaya ve tarim alanlari ile meyve bahcelerine uyarici levhalar
astimali, ciftlik hayvanlari, arilar sahadan uzak tutulmahdir.

13. Pestisit artiklari kuyu ve kanal ile diger su kaynaklarina, gol ve goletlere dékiilmemeli
ve bulastiriilmamalidir.

14. Uygulama bittikten sonra artan pestisitler derhal ortamdan uzaklastiriimali (depoya
geri gotirdlmeli), kullanilan alet ve ekipmanlar temizlenmeli, koruyucu elbiseler
degistirilip yilkanmali, uygulayicilar su ve sabunla temizlenmelidir.

15. Bos kaplar agiga atilmamali, usuliine uygun olarak yakilarak veya gémilerek imha
edilmelidir.

16. Pestisitler, cocuklarla hayvanlarin yetisemeyecekleri ve bulamayacaklari sekilde

saklanmali, besin maddeleri ile ayni yerde tasinmamali ve depolanmamalidir.
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Sonug

Halk saghigi alaninda vektor ve diger zararlilarla miicadelede vazgegilmez olan pesitisitlerin,

kimyasal yapilarindan ve uygulanma sekillerinden kaynaklanan zararlari vardir. Bu nedenle

etkili ve glvenli bir micadele igin, pestisitlerin istenmeyen etkileri hakkinda basta

uygulayicilar olmak tzere toplumun her kesiminin bilgilendirilerek glivenli pestisit uygulama

pratiginin yayginlastiriimasi, halk ve ¢evre sagligi agisindan son derece 6nemlidir.
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Ozet: Bu bildiride halk saghg acisindan 6énemli vektér 6zellikleri olan sivrisinek,
hamambocegi, ev sinegi (karasinek), pire ve kum sinegi (tatarcik veya yakarca) gibi bazi
canhlarin biyolojileri, ekolojileri, davranislari ve micadele yontemleri hakkinda bilgiler

sunulmustur.

Anahtar kelimeler; Halk sagligi, Vektér, Zararlilar

Some Vectors of Public Health Importance

Abstract: In this paper, information about biology, ecology, behavior and control methods of
some public health pests such as mosquitoes, cockroaches, house flies, fleas and sand flies

are presented.

Keywords; Public Health, Vector, Pests

GiRis

Diinya Uzerinde gorilen enfeksiyon hastaliklari arasinda sivrisinek, kum sinegi ve keneler
araciligyla bulastirilan vektorel hastaliklar olan Sitma, Zika Virus, Leishmaniasis ve Kirim
Kongo Kanamali Atesi gibi hastaliklar 6n plana ¢ikmaktadirlar. Vektor canlilar gerek dokulari
icerisinde gerekse viicut yizeyleri, bacaklari ve agiz pargalari Uzerinde tasiyabilecekleri
patojenler olan bakteri, virlis, mantar ve cesitli parazitleri beslenme, dinlenme ve benzeri
faaliyetleri sirasinda tizerinde bulunduklari saglikli hayvan veya insana canliya aktarabilirler.
Vektorel hastaliklarla miicadelede basarlyi getiren en temel 6ge vektor canlilari kontrol

altinda tutmak olarak gorilmektedir. Vektér micadelesinde 6ncelikle hedef canllarin
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biyolojileri ve ekolojileri hakkinda bilgi sahibi olmak, davranislarina ve biyolojilerine uygun
muicadele yontemlerini kullanmak esastir. Diinya (zerinde her yil sadece sivrisinekler
tarafindan tasinan hastaliklar sebebiyle yiiz binlerce insan hayatini kaybetmektedir. Bu
bildiride tilkemizde de gorllen bazi vektdrel hastaliklarin tasiyicisi olan sivrisinek, kum sinegi
(tatarcik), karasinek, pire ve hamambdcegi gibi canlilarin biyolojileri, ekolojileri ve

davraniglari yani sira kontrol yéntemleri tizerinde bilgiler sunulmustur.

BAZI VEKTOR CANLILAR

a) Sivrisinekler; Diinya Uzerinde 3500'den fazla tiiri bilinen sivrisineklerin (Diptera:
Culicidae) tlkemizde 50'den fazla turl kayit edilmistir. Culex, Aedes, Anopheles ve
Culiseta gibi 6nemli cinsleri bulunan sivrisineklerin kutuplar disinda diinyanin hemen
hemen her yerinde yayilis gosterdigi bilinmektedir. Sivrisinekler dért yasam evresine
sahiptirler; yumurta, larva ve pupa evreleri suya bagimli bu organizmalarin, erginleri
serbest olarak dogada dolasmakta ve konaklari tizerinden beslenmektedir (Sekil 1).
Sivrisineklerin sadece disileri kan emmektedir. Gerek erkek gerekse disiler ener;ji
ihtiyaclarini karbonhidrat agirlikli bitki 6z sularini tliketerek karsilarlar. Sivrisinek
dislerinin kan emme davranisi gostermesi diinya Uzerinde ylz binlerce insanin
O0lmesine veya hastalanmasina sebep olan degisik hastaliklarin vektorlGgini

yapmalarina neden olmaktadir.

Sekil 1. Sivrisinek yasam dongusu
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Culex ve Culiseta gibi cinslerde yer alan sivrisinekler yumurtalarini su yiizeyine her birinde
cok sayida yumurta bulunan paketler halinde birakirken, Aedes gibi bazi cinslerde daha sonra
su altinda kalabilecek su ortamina yakin bitki, toprak vb. ortama birakmaktadirlar. Uygun su
kosullarda (¢ogunlukla yaz aylarinda) yumurtadan ergin olusuncaya kadar gegen sire yaklasik
7-10 gin’dir. Su sicakhgi azaldik¢a bu siire uzamaktadir. Pek ¢ok sivrisinek tiiri larvalarinin
gelisiminin su sicakhginin 8-10 derecenin altina dismesi ile durdugu bilinmektedir. Larva
evresi kendi icinde dort evreden olusmaktadir ve larvalar su igerisindeki organik atiklar,
planktonlar vb. ile beslenmektedir. Pupa ergin dncesi evresi olup, su igerisinde hareket

edebilir, beslenmez ve virgiile benzeyen bir sekle sahiptir.

Sivrisineklere karsi cesitli micadele metotlari kullaniimasina ragmen en ¢ok tercih edilen
yontem kimyasal kullanimidir. Ergin sivrisineklere karsi gece yapilan soguk sisleme (ULV)
calismalari, sivrisineklerin erginlerin dinlenebilecegi yiizeylere yapilan rezidiel uygulamalar
ve larva miicadele ¢alismalari sivrisinek kontrollinde en ¢ok kullanilan yéntemlerdir. Biyolojik
miicadele kapsaminda bazi bakteri toksinleri (Orn: Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ve
Bacillus sphaericus (Bs) ve dogal predator olan bécek (ters yluzlculer-Notonecta ve baliklar-
Gambusia kullaniimaktadir. Balik kullanimi sadece yapay ortamlar olan siis havuzlari, sera

sulama havuzlari ve kullanilmayan ytizme havuzlari gibi alanlarda yapilmalidir.

Entegre micadele calismalari kapsaminda sivrisineklere ortam olusturabilecek durgun
sularin akar hale getirilmesi, konutlar etrafinda iginde su birikebilecek her tiirlii su havuzu,

régar, kap ve ortamin kontrol/bertaraf edilmesi, bosaltiimasi en ¢cevreci uygulamalardir.

Larva micadelesinde farkl etki mekanizmalarina sahip Urinler kullanmaktadir (Sekil 2).
Bunlardan birinci grup, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ve Bacillus sphaericus (Bs)
bakteri preparatlaridir. Bakteriler tarafindan Uretilen endotoksinlerin larvanin sindirim
sistemine girmesi ve parcalanmasi sonucu olusan toksik bilesikler larvalari o6lime
gotiirmektedir. ikinci grup, kitin sentezi inhibitérleridir ve bdceklerin gelisim sirasinda
sentezledigi kitinin sentezini inhibe ederek boceklerde morfolojik bozukluklara sebep olarak
birkag giin icerisinde 6lime yol acarlar. Uglincii grup, juvenil hormon analoglari boceklerde
bulunan genglik (juvenil) hormonu taklit eden bazi maddelerin ortama verilmesi ile bécegin

gelisiminin bozulmasi ve genellikle pupa evresinde 6lime sebebiyeti ile sonuglanmaktadir.
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Juvenil hormon analoglarinda 6limiinin ge¢ olmasi bazen Uriinlerin etkisiz oldugu gibi yanhs
anlasilmalara sebep olabilmektedir. Doérdiincl grup, spinosinler, bir toprak actinomycetes
olan Saccharopolyspora spinosa’nin fermantasyon sonucu olusturdugu insektisit etkili
maddelerdir. Spinosad, spinosin A ve spinosin D adli norotoksik etkili iki makrolid lakton
molekilinin karisimidir. Besinci grup ise ylzey gerilimi ajanlari olup su yiizeyine
puskurtuldiklerinde larvalarin atmosferik oksijeni kullanmalarini engelleyerek 6liime sebep

olmaktadir (Ser ve Cetin 2016).

Sekil 2. Sivrisinek larva miicadelesi yapan bir uygulayici personel ve gece saatlerinde soguk sisleme (ULV)
¢alismasi yapilmasi

Ergin micadelesinde kullanilan drilinler ise sentetik piretroidler olarak bilinirler ve dogal
piretrinlerin alkol ve asit koklerinde yapilan degisikliklerle gelistirilmistir. Dogal piretrinler
Chrysanthemum  cinerariaefolium  (Asteraceae) bitkisinin  kurutulmus ciceklerinin
ektraksiyonundan elde edilmistir (Ser ve Cetin 2016). Sentetik piretroidler sinir hiicrelerinin
membranlarindaki sodyum kapilarina etki ederler. Ergin miicadelesinde kullanilan bu Urilinler
insektisit formilasyonlarinda disiriicii (Orn: Tetramethrin, esbiotrin gibi) ve sinerjist (Orn:
PBO- Piperonyl butoxide gibi) maddeler ile birlikte kullanilarak aktiviteleri
arttirilabilmektedir. Sivrisineklerin gizlenebilecegi ortamlarda yiizeylere yapilacak rezidiel
insektisitler oldukga etkilidir (Tablo 1). Ayrica aksam saatlerinde soguk sisleme (ULV)

calismasi yapilmasi tilkemizde yaygin olarak gorulmektedir (Sekil 2).
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Tablo 1. Diinya Saghk Orgiiti tarafindan tavsiye edilen bazi rezidiiel (driinler

(WHO/CTD/WHOPES/97.2 ve WHO/CDS/NTD/WHOPES/GCDPP/2006.1)

Etken madde Uygulama sikhg (ay) Uy%:rlzrir;:lczl;)zu
Alpha-cypermethrin 4-6 0.02-0.03
Cyfluthrin 3-6 0.02-0.05
Cypermethrin 4-6 0.5
Deltamethrin 2-3 0.02-0.025
Permethrin 2-3 0.5
Etofenprox 3-6 0.1-0.3
Lambda-cyhalothrin 3-6 0.02-0.03
Bu tabloda verilen riinler érnek olarak verilmigtir. Onerilen dozlar Diinya Saglik Orgiitii dozlaridir ve
bélgeden bolgeye, direng sevileri gibi faktorlere gore etkinligi degisebilmektedir.

b) Ev sinegi-Karasinek (Musca domestica L.); Ev sinekleri yumurta, larva, pupa ve ergin
evreleri iceren tam baskalasim (holometabol) hayat dongisiine sahip canlilardir. Disi
ergin bireyler bir kez déllenirler ve erkek sineklerinin spermlerini depolarlar. Organik
madde bakimindan zengin ve nemli giibrelik alanlar, ¢6p konteynirlari gibi ortamlara
Ug-dort giin araliklarla her yumurtlamada ortalama 100-120 adet, toplamda 500-700
arasinda yumurta birakirlar. Organik madde igerisine/lizerine birakilan yumurtalar 24
saat icerisinde acilir, yumurtadan cikan larva Ug¢ larva evresi gegirir. Larvalar
gelisimlerini tamamladiktan sonra nem orani disik kuru ortamlara dogru hareket
eder ve hareketsiz olan pupa evresine gecerler. Yumurtadan ergin olusuncaya kadar
gegen sire uygun kosullarda yaklasik 10-12 giin stirmektedir. Sicakliga bagli olmakla
birlikte bir ergin ev sinegi omir uzunlugu vyaklasik 15-20 giin slirmektedir.
Yumurtlama, ¢iftlesme, beslenme ve ugma davranisi gibi faaliyetleri 15 °C'nin altinda
durmaktadir. Ev sinegi erginleri giindiiz aktivite gosteren ve gece dinlenen canlilardir.
Gece dinlendikleri alanlar giindiiz Gredikleri ve beslendikleri alanlara yakin ve riizgar
almayan bolgelerdir. Disi ergin bireylerin gozleri arasindaki mesafe genis iken erkek
bireylerde dardir (Sekil 3) (Cetin, 2016; Kog ve Cetin 2017). Pupalar olustuklarinda

acik renkidir ve zamanla koyulasirlar (Sekil 4).

32



Sekil 4. Ev sinegi son evre larvasi (3. evre) ve pupasi

Ev sinekleri yalayici-emici agiz tipine sahiptir. Beslenme sekilleri nedeniyle gesitli patojenlerin
yliksek miktarda bulunduklari ortamlarda beslendiklerinde ¢esitli patojenlerin yayilmalarina
neden olurlar. Boylelikle dizanteri, kolera, tifo ve tiiberkiiloz gibi hastaliklarin yayilmasina
sebep olurlar. Ayni zamanda biylkbas hayvan yetistiriciliginde et ve slt gibi Urlnlerin
veriminin azalmasina neden olarak ekonomik kayiplara yol agarlar (Levine ve Levine 1991;
Forster ve ark., 2009). Gerek vektorel 6zellikleri gerekse ekonomik kayiplara neden olmalari

sebebiyle ev sinekleri ile etkili bir bicimde miicadele edilmesi gerekmektedir.

Ev sineklerine karsi ylrutllen micadele ¢alismalari ergin ve larva olmak Uzere iki farkli
sekilde yapilmaktadir. Larva miicadelesi icin genel olarak bocek gelisim dizenleyici
insektisitler (kitin sentez inhibitorleri ve juvenil hormon analoglari) tercih edilmektedir. Larva
gelisim ortamina uygulanan bu tilr biyosidal Grlinlerin larvalarin gelisimlerini bozarak ev
sineklerine karsi etkinlik saglamaktadirlar. Larva miicadelesinde kullanilan driinlerin organik
maddece zengin ortamlarda larvalarin tercih ettigi ortamlar olan organik madde yiizeyinden
5-10 cm daha derine islemesi gerekmektedir (Sekil 5). Aksi takdirde uygulamalarda sadece

kuru organik madde ylizeyinde kalan Gr(n yeterli etkinlik gdstermeyecektir.
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Giibrenin ylizeyi kurudur. Bu nedenle larvasitierin B bolgesine kadar
ulagmasi gerekir. Uriinii (larvasiti) bol su ile kanstirarak B bélgesine
ulagtirabilirsiniz. Ev sinegi-karasinek larvasi nemli B b8Igesini tercih
ederken, pupa kuru A bdlgesini veya zemini tercih eder.

At KURU BOLGE
B2 LARVA GELISIN ORTAMI
C:SICAX BOLGE

D1 S0GUK BOLGE

zomin |

:C 'wxr.::" ——— Ulvﬁ‘mwm PuPA p ERGIN

S sy conioin] . e
16 49 11-26 182 44.8(40-49)
18 3 10-14 12-15 26.7(23-30)
2 23 8-10 10-11 205(19:22)
23 14 78 79 16.1 (14-18)
30 10 3.6 4-5 10.4 (9-11)
3 § 34 4 T0(6-)

Sekil 5. Ev sinegi gelisim ortamlari ve farkli sicakliklardaki gelisim streleri

Larva micadelesi ile birlikte ylritilen ergin micadelesinde ise agirlikli olarak sentetik
piretroid ve neonikotinoid grubu insektisitler kullanilmaktadir. Ergin mducadelesinde
kullanilan Urlnler spreyleme ve boyama yontemi ile ergin sineklerin dinlendigi ve beslendigi
ortamlarda miicadele amaciyla kullanilmaktadirlar. Uriin formiilasyonlari igerisinde bulunan
z-9-tricosane gibi feromon benzeri maddeler yani sira balik yemi, et, seker, peynir suyu ve
meyve bulunan tuzaklar oldukg¢a gekici 6zelliktedir. Ayrica ergin sineklerde ortaya ¢ikan

direncin kirilmasinda Piperonyl butoxide katki saglayabilmektedir (Cetin ve ark. 2019)

Ev sinekleri glindliz saatlerinde aktif hareket eden ve geceleri yerden yiiksek nesnelerin
kenar kisimlarinda, halatlar ve kablolar tGzerinde dinlenen canlilardir. Bu davranislari ip, halat
ve seritler Uzerine uygulanan yapistiricilarin ev sineklerini dinlenme ortamlarina asilmasi
durumunda yakalamakta ve insektisit kullanmadan ¢ok sayida birey etkisiz hale

getirilebilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Ev sinegi larva micadelesi yapan bir uygulayici personel ve yapiskan bant/ip yontemi ile ergin
sineklere tuzaklama yapilmasi

Hamambadcekleri; Yari baskalasim (Hemimetabol) gegiren boceklerdir, yasam dongilerinde
yumurta, nimf ve ergin evreleri bulunmaktadir. Mutfaklar, banyolar, firinlar, foseptikler,
bodrum katlari, régarlar, kiler ve depolar énemli gizlenme ve yasama ortamlaridir. Genel
olarak giin 15181 bulunan ortamlari tercih etmeyen ve gece saatlerinde hareket eden
organizmalardir. Tlrlere gére nem ve sicakli istekleri degiskenlik gosterebilmektedir. Agirlikl
olarak gece aktif (nokturnal), giindlzleri sicak, karanlk ve kuru/nemli yarik ve gatlaklarda

saklanarak gegiren canlilardir (Cetin 2016; Oz ve ark 2017).

Hamambocekleri besin-gida zehirlenmeleri, gastroenteritis, antrax, pnomoni, hepatit,
mantar hastaliklari ve astim gibi gesitli hastalik etkenlerinin mekanik vektorligiini yapar ve

bulastirirlar.

Ulkemizde yaygin olarak goriilen ve en ¢ok bilinen tiirleri; Blattella germanica L. (Alman
hamambocegi), Periplaneta americana L. (Amerikan hamambdcegi), Blatta orientalis L.
(Dogu-Oriental hamambocegi), Supella longipalpa (F.) (Kahverengi-bantli hamambdcegi)'dir

(Tablo 2) (Sekil 7) (Cetin 2016; Oz ve ark 2017).
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Tablo 2. Ulkemizde bulunan 4 6nemli hamambécegi tiiriiniin genel dzellikleri.

Blattella Supella longipalpa Periplaneta Blatta
germanica americana orientalis
Viicut 12-15 mm 10-14 mm 35-40 mm 20-27 mm
Uzunlugu
Renk Sarimsi Kahverengi, Sarimsi Kizihmsi kahve Koyu siyah
kahverengi, kahverengi, pronotumunda
pronotumunda pronotumunda enine | halka seklinde agik
boyuna iki koyu koyu ve agik bant bant vardir.
renkli gizgi vardir vardir.
Yagam alani Sicak ve kuru Sicak ve kuru Ihk ve nemli Serin ve nemli

Hamambocegi miicadelesinde basarinin  kaynagi hijyen kosullarinin yeterli olarak
saglanmasina dayanmaktadir. Konutlar, gida isletmeleri, hastaneler ve yurtlar gibi farkh
ortamlarda duzenli araliklarla temizlik yapilmasi, yiksek vakum giliciine sahip elektrikli
stplrgelerle slpirme yapilmasi, agikta gida birakilmamasi, gidalarin paket ve kapal
ambalajlarda saklanmasi gibi tedbirler hamambdocekleri ile miicadelede basarinin temelini

olusturmaktadir.

Sekil 7. Ergin Alman ve Amerikan hamambacekleri (sol resim, Alman-sag resim Amerikan)

Hamambocegi popllasyonlarinin  yiiksek oldugu noktalarda ortamda kalici (rezidiel)
ozellikleri 1-3 ay gibi slrelere rahatlikla ulasan sentetik piretroid grubu insektisitlerin
hamamboceklerinin  gizlenebilecegi ve bulunabilecegi dolap arkasi, g¢ekmece altlari,
stplrgelik, lavabo gider gevreleri, foseptik kapaklarinin i¢ ylzl, su kanallari ve roégar gibi
alanlara uygulanmasi fayda saglamaktadir (Tablo 3). Popiilasyonlarinin disiik oldugu
alanlarda el tipi aerosol ve sprey Uriinler hamambdceklerine karsi hizli diistirliict ve yliksek

oldirici ozellikte olmaktadirlar (Cetin 2016; Oz ve ark 2017).
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Son yillarda kullanimi yayginlasan, insan ve hayvan saglhgi agisindan disik riske sahip jel yem
Urtinler hamambdocegi miicadelesinde oldukga basarili Grtinlerdir. Genellikle aktif madde
olarak fipronil, abamectin, imidacloprid ve hydramethylnon gibi maddeleri bulunduran 0.05-
0.1 gram agirhgindaki (yaklasik bir damla-kibrit ¢opi basi kadar) yem hamambdceklerinin
gizlenebilecekleri ortamlara birakilir. Yemler igerisinde bulunan gekici 6zellikteki maddelerin
hamamboceklerini cezp etmesi ortamdaki bireylerin yemleri hizli seklide tiiketmelerine ve
etkinligin yiksek olmasina neden olmaktadir. Hamambdceklerinde gorilen kanibalizm
davranisi yemi yedikten sonra 6len bireylerinde tiiketilmesi ile domino etkisi gostererek ¢ok
sayida bireyin 6limiine neden olabilmektedir. Yemlerin dizenli araliklarla takip edilmesi
popllasyonun  yiksek oldugu bolgelerde yem eksilen ortamlara yenilerinin
konulmasi/takviye yapilmasi gerekmektedir. Jel yemler, kullaniminin kolay ve basarisinin
ylksek olmasi, cevreye insektisit bulasmasinin en az seviyede tutulmasi, ortamdaki hayvan
ve insanlari uzaklastirmaya gerek kalmadan uygulanmasi gibi sebeplerle 6zellikle kres, bakim

evi, restoran, hastane gibi alanlarda kullanimlari bliyiik avantajlara sahiptir (Cetin 2016).

Tablo 3. Hamambodceklerine karsi rezidiel c¢alismalarda kullanilan bazi  Grinler
(WHO/CTD/WHOPES/97.2)

Etken madde Sinifi Uygulama dozu (gr ai/m?)
a-Cypermethrin Sentetik piretroit 0.03-0.06
Bifenthrin Sentetik piretroit 0.048-0.096
Cyfluthrin Sentetik piretroit 0.04
Deltamethrin Sentetik piretroit 0.05
Etofenprox Sentetik piretroit 0.1-0.3
A-Cyhalothrin Sentetik piretroit 0.02-0.03
Cyphenothrin Sentetik piretroit 0.3
Cypermethrin Sentetik piretroit 0.05-0.2
Permethrin Sentetik piretroit 0.25
Bu tabloda verilen triinler 6rnek olarak verilmistir. Onerilen dozlar Diinya Saglik
Orgiitii dozlaridir ve bélgeden bélgeye, direng sevileri gibi faktorlere gore etkinligi
degisebilmektedir.

Kum sinekleri (Tatarcik-Yakarca); Ulkemizde halk arasinda tatarcik, yakagan, yakarca olarak
da bilinen kum sinekleri ergin sivrisineklerin yaklasik 1/3’G buyukliktedirler (Sekil 8).
Ulkemizde yayilis gosteren tiirler agirlikl olarak Phlebotomus cinsine ait tiirlerdir. Dinlenme
durumunda kanatlari karin tzerinde “V” harfi seklinde tutarlar ve sadece ergin disileri kan

emmektedir. Cok iyi ucamayan erginler kisa sigramalari andiran ugus sekilleri ile

37



karakterizedirler. Kum sinekleri Glkemizde her yil oldukga fazla kiside gorilen Leishmania
parazitleri tarafindan olusturulan sark ¢ibani hastaliginin ve tatarcik hummasi etkenlerinin

tastyicisidirlar (Gurel ve ark. 2012).

Kum sinekleri yumurta, larva, pupa ve ergin evrelerinden olusan tam baskalasimlarini
sicakliga ve nem oranina bagh olarak en ideal kosullarda dahi 1-4 ay siresinde
tamamlamaktadirlar. Larvalarini dogada bulmak neredeyse imkansiz olan bu canlilar organik
atikga zengin ve nemli alanlarda (glirimis bitki, ¢im birikintileri, yaprak kufleri, hayvan

diskilari, giibrelerde, magaralarda ve kaya diplerinde) gelisirler (Cetin ve Ozbel 2017).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi ve Diinya Saglik Orgiitii dahil hi¢ bir kurum kum
sinegi-yakarca larva micadelesi igin Uriin 6nermemektedir. Sadece erginlere yonelik
calismalari desteklemektedir. Sivrisineklere karsi etkili tlim ergin oldir{ciler oldukga basarili
sonuglar vermektedir (Tablo 1). Erginlerinin gizlendigi alanlara kalici insektisitler
uygulanmakta, yaz aylarinda ise yine erginlere karsi geceleri soguk sisleme (ULV) galismalari
ile micadele yapilmaktadir. Kalici-rezidlel 6zellikteki insektisitlerin hayvan barinaklarinin

yerden 1.5-2 m ylkseklikteki alanlarinda kullaniimasi oldukga yararhdir.

Sekil 8. Ergin kum sinegi-tatarcik ile sivrisinegin blyuklik agisindan kiyaslanmasi (sol resim, kum
sinegi-sag resim sivrisinek)

Bahge duvari gibi ortamlardaki catlaklarin onarilmasi, sivanmasi, badana yapilmasi,
duvarlarin dip kisimlarina stpitirgelik yapilmasi, ¢imlerin diizenli bigilmesi ve organik atiklarin
diizenli toplanmasi gibi yontemlerde miicadelelerine katki saglamaktadir.

Konutlar igerisinde kullanilacak elektro-likit ve elektro-tablet Uriinlerde ergin kum sinekleri

lzerinde dusuriict (knock-down edici) ve oldlrici 6zellige sahiptirler.
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Kum sinekleri farkli kemirici tlrler (zerinde beslenebildiklerinden kemirgenlere yonelik
yapilan micadele c¢alismalari popllasyonlarinin azalmasinda katki saglamaktadir (Cetin ve

Ozbel 2017).

e) Pireler; Bugline kadar yapilmis arastirmalarda 2500’den fazla tiiri bilinen pireler
(Siphonaptera: Pulicidae) insanlik tarihinde veba hastaliginin vektoéri olarak bilinen
canhlardir. Viicutlarinin yanlardan basik olmasi, kanatsiz olmalari ve 20-30 cm arasinda
ileri ve yukari sigrayabilmeleri genel ozelliklerindendir. Hem dis hem de erkek ergin
bireyler kan emebilir, erkekler disilere gére biraz daha kiiglik viicuda sahiptirler. Tam
baskalasim gosteren pirelerin Ulkemizde Pulex irritans, Ctenocephalides felis felis ve
Ctenocephalides canis tirleri insanlara en fazla saldiran tlrler olarak bilinmektedir.
Yumurtadan ergin olusuncaya kadar gecen baskalasim siresi ortamin nemi ve
sicakhigindan etkilenebilmekte 14-140 giin arasinda baskalasim tamamlanabilmektedir

(Sekil 9) (Cetin 2016).

Larva

Pupa/Kokon

Sekil 9. Pire yasam dongusu

Pireler genel olarak bahar ve yaz aylarinda siklikla goériilmekle birlikte iklimlendirilmis
ortamlarda kig aylarinda kedi ve kopek gibi evcil hayvanlar (zerinde gorilebilmektedirler.
Ctenocephalides cinsi pireler kedi ve kopeklerde en vyaygin olarak gorilen

ektoparazitlerdendir (Farkas ve ark 2009; Coskun ve Cetin 2018).
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Pireler insan ve hayvan sagligl agisindan 6nemli canlilardir ve pireler deride kasintiya, kil ve
tiylerde dokilmeye neden olmalari yani sira bircok hayvan hastaliginin vektorligini de
yaparlar. Pirelerin kedi ve kdpek gibi hayvanlarin killari arasinda gizlenmesi ve yumurtlamasi
davraniglari nedeniyle hayvan killarinin araliklarla tirag edilmesi pirelere karsi belirgin koruma
saglamaktadir. Sampuanlar, banyo sollisyonlari, pire tasmalari, pire tozu, pire spreyleri,
damlalar ve agiz yoluyla verilen insektisitler yardimiyla pire tespit edilen evcil hayvanlari
parazitlerinden temizlemek mimkindir. Larvalarin ve yumurtalarin bulunabilecegi hal gibi
ylzeylere insektisit uygulamak bir giin ile bir ka¢ ay arasinda pirelerden korunma
saglayabilmektedir. Pire kontroliinde kullanilan Uriinlerin baglicalari topikal damla (spot-on)
seklinde deriye uygulanan, enjeksiyon yoluyla ve oral yolla verilen Uriinlerden olusmaktadir.
Ayrica pire koruyucu, tasmalar, sampuanlar ve spreyler de bulunmaktadir (Coskun ve Cetin

2018).

SONUC

Ulkemiz iklimi, toprak yapisi, bitki drtiisii ve bulundugu cografik konum gibi degisik 6zellikleri
ile vektor ¢ok sayida tire ev sahipligi yapmaktadir. Vektér canlilarin, biyoloji, ekoloji ve
davraniglarinin bilinmesi (lkemizde goriilen ve gorilme olasiligi olan vektor kaynakl
hastaliklarla miicadelede katki saglayacaktir. Vektor miicadele galismalari sadece kimyasallar
kullanilarak degil bireylerin bilgi ve farkindalik seviyesini arttirici kiltlrel tedbirler, egitim,
afis ve brosilir ¢calismalari, mekanik miicadele ve biyolojik mlcadele ¢alismalari ile entegre

mucadele seklinde yuritilmelidir.
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Vektor Kontrol Programlarinda Kullanilan Bazi Cihazlar

Prof. Dr. Hiseyin CETIN

Akdeniz Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6limii, Antalya

Ozet: Vektorlerin kontrolii igin ekipman segimi, vektdr kontrol planlamasinin énemli bir
parcasidir. Yiizeylere rezidiiel uygulama yapilmasi, larva gelisim ortamlarina larvasit
uygulanmasi ve acik alanlarin havadan spreylenmesi, soguk sisleyiciler (ULV cihazlari),
pulverizatorler, sis Ufleyiciler (mist blower) ve termal sisleyiciler kullanilarak yapilir. Bu
sunumda, vektorlerin kontrollinde pestisit uygulamak igin kullanilan baslica ekipmanlar
hakkinda bazi bilgiler verilmistir. Her uygulama metodu kendine has uygun damlacik
boyutuna sahip olmasi nedeniyle cihazlarda damlacik boyutu ¢cok énemlidir. Tim cihazlarin
bakimi ve kalibrasyonu dizenli araliklarla yapiimalidir. Tiim ekipmanlarda sadece her makine
icin onerilen biyosit formilasyonlari kullaniimalidir. Ayrica, pestisitlerin uygulanmasi igin bir
yontem segerken goz oniinde bulundurulmasi gereken faktorler arasinda vektoérlerin aktivite
zamanlari ve davranisi goz 6niinde bulundurulmahdir.

Anahtar kelimeler: Biyositler, Ekipman, Vektér kontrolii

Some equipment used in vector control programs

Abstract: The selection of equipment for control of vectors is an important part of vector
control planning. Residual treatment of surfaces, application of larvicides to breeding sites
and aerial spraying of space areas are made by using ultra-low-volume cold foggers, hand-
operated compression sprayer, mist blowers and thermal foggers. In this presentation some
information about major equipment used to apply pesticides for control of vectors is given.
The size of the droplet is very important as each application has an optimal droplet size. All
devices must be maintained and calibrated at regular intervals. Only biocide formulations
recommended for each machines should be used in all equipments. Also factors that should
be considered in choosing a method for application of pesticides include the activity time
and behavior of the vectors.

Key words: Biocides, Equipment, Vector control
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GIRiS

Vektér micadelesi ¢alismalarinda kullanilan biyosidal Grlinlerin vektoérlerin gelisebilecegi,
dinlenebilecegi veya gizlenebilecegi noktalara uygulanmasinda farkh 6zelliklere sahip cihaz
ve ekipmanlar kullanilmaktadir. Bu tir cihazlar elde, sirtta veya arag Ustilinde tasinabilir
ozellikte farkh buytklikte ve hacme sahiptirler. Calismalarindaki genel prensip cihazlarin
biyosit (akarisit veya insektisit) ile ¢dzgenin (su, mazot vb) karisiminin cihazlara uygun
damlacik ¢api ve hacminde cihazdan puskirtilmesidir. Cihazdan ¢ikan damlaciklarin
boyutlari havada askida kalma sirelerini degistirmektedir (Tablo 1). Uygulayicilar tarafindan
kullanilan farkli cihazlar 400 mikron veya daha fazla blyuklikte ¢cok kaba, 100-400 mikron
cap! arasinda ince, 50-100 mikron capinda mist (pus veya kararti), 0.01-50 mikron gaplari
arasinda aerosol veya sis olarak adlandirilan damlaciklar olusturabilirler. Sivrisinekler icin en
ideal damlacik ¢ap1, 10-20 mikron, daha bulyik yapil sineklerde ise 30 mikron olan damlacik

caplari en uygun gaptir.

Ortalama damlacik ¢api biyiikliikleri (mikron)

insan Saci
Aerosol P
uLv e
sisleme
70 50 20
135 SANIYE A i4 DAKIKA 3,7 SAAT

YERE DUSME SURELERI

Sekil 1. Soguk sisleme (ULV), sicak sisleme, aerosol damlacik ¢aplarinin sag¢ teli kalinhg: ile
kiyaslanmasi

Tablo 1. Vektér micadelesinde kullanilan cihazlardan g¢ikan damlaciklarin blyiklikleri ve
askida kalma streleri

Damlacik ¢api Diisme stiresi
(mikrometre) (10 metrede)
1 93.7 saat
5 3.7 saat
10 56 dakika
20 14 dakika
50 135 saniye
100 36 saniye
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Diinya Saglk Orgiitii tarafindan vektdér miicadelesinde kullanilan sirtta tasinabilir cihazlarin
25 kg, elde tasinan cihazlarin 20 kg’'dan fazla olmamasi 6nerilmektedir. Cihazlar igerisine
konulacak karigimlarin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla kiglik cihazlarda 1 litre, buylk
cihazlarda 5 litrelik gostergeler yer almasi uygun olarak degerlendirilmektedir.

a) Pulverizatérler; Bu aletler sirtta veya omuzda tasinmakta olup degisik depo
kapasitelerine ve plskirtme cubuklari Gzerinde farkli tip memelere sahiptirler.
Calistirma kolunun asagi yukari hareket ettirilmesiyle veya hava basma kolunun asagi
yukari hareket ettirilmesiyle, depo igerisinde basing olusturulacak sekilde hava basilir.
Cihazlar politiretan veya celik 6zellikte dis darbe ve carpmalardan, biyosidal liriinden
etkilenmeyecek sekilde tanklara ve aksamlara sahiptirler. Mekanik ve motorlu gibi
farkli tipleri olmakla birlikte vektér miicadelesinde en ¢ok kullanilan mekanik cihazdir.

Olusturulan hava basinci cihaz icindeki karisimin ylizeye veya ortama puskiirtiilmesinde
olanak saglar. Vektor miicadelesinde gerek ergin gerekse larva micadelesinde kullanilan bu
cihazlar etkin sekilde kullanildiklarinda vektor miicadele hizmetinin en 6nemli cihazi olarak

gbze carpmaktadirlar.

I
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Sekil 2. Bir pulverizatoriin genel goriintisi
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Sekil 3. Sirtta ve omuzda taginabilen pulverizator 6rnekleri

b) Sicak sisleme (Termal Sisleme-Termal Fogging); iki binli yillarin basina kadar

Ulkemizde sokak aralarinda gezinen oldukga giriltili ve duman seklinde plskirtme
yapan bu cihazlarin agik alanlarda arag Ustlinde kullanimlari ilgili yonetmelikle

yasaklanmistir.

Cihazin galisma prensibinde mazot vb. yag bazli maddelerle seyreltilen biyosidal Griin
yaklasik 1000 °C gibi ylksek sicaklik altinda galisan ve uygulama noktasi (¢ikis noktasi)
yaklasik 50-60 °C olan bir cihazdan gikarken hava ile karsilaginca yogunlasir ve beyaz
renkte duman olusur. Damlacik ¢aplari genel olarak 20 pm’den kuguktir. Cihaz
icerisinde kullanilan solventin ylksek sicaklikta tutusma ve metan gazi ile reaksiyon
sonucu patlama riski bulundugundan ozellikle gazlarin birikebilecegi ortamlarda
kullanilmasi sirasinda dikkatli davranilmasi gerekmektedir. Sicak sisleme cihazin tam
olarak calistigindan ve ucundan alev gikmadigindan emin olduktan sonra sisleme

calismasi yapilmalidir.

45



Sekil 4. Bir rogarda ve aémur suyu kanallnd sicak sisleme cihazi kullanilarak yapilan
biyosidal trlin uygulamalari

Acik alanlarda kullanimi Saglik Bakanlig tarafindan yasaklanan bu cihazlarin sadece
rogar, kanalizasyon sistemi, foseptik gukuru gibi kapali sistemlerde kullanilmasina izin
verilemektedir. Bu yontemde solvent olarak yaygin olarak kullanilan mazotun oldukga
yuksek maliyeti olmasi yani sira hedef disi canlilara da zararh etkileri bulunmaktadir.
Otoyollar yakininda uygulama yaparken ortaya ¢ikan dumanin sirdcllerin siris
emniyetini riske atabilecegi unutulmadan tedbirler alinmalidir aksi takdirde trafik
kazalarinin olusumuna sebebiyet verilebilinir.

Sicak sisleme yonteminde damlaciklar oldukga kiigliktlir ve hava akimlarindan
rahatlikla etkilenerek uygulama yapilan alandan kisa siirede uzaklasabilirler. Cihazdan
cikan damlaciklar uygun hava akimi olan kanalizasyon sistemleri ve yagmur kanallari
gibi bircok ortamda uzak mesafelere nifuz edebileceklerinden bu ortamlarda
gizlenen sivrisinek ve hamambdcegi gibi canlilara karsi oldukga yilksek basar

saglamaktadir.
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Sekil 4. Bir sicak sisleme cihazindaki sicaklik degisiminin gosterilmesi

c) Soguk Sisleme (Ulv-Ultra Low Volume); Ulkemizde belediyeler tarafindan en ¢ok
kullanilan bu yontemde el tipi, sirt tipi ve arag Ustli uygulama cihazlari bulunan soguk

sisleme makinelerinde biyosidal Griin karisim tankinda su ile seyreltilir, yiksek
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basingla puskidrtilirken hizli dénen tlirblnlere c¢arpar uygulama memelerden
ortalama 20 pum capli damlaciklar seklinde puskdrtilir. Bu yontem ylizey alana
(hektara) atilan biyosidal Grtin miktari ¢ok az oldugu igin Cok Dusiik Hacim (Ultra Low

Volume-ULV) olarak da bilinir.

Ruzgarin az (1-5 m/sn) veya havanin durgun oldugu zamanlarda, ara¢ hizi 10-15
km/saat’ten fazla olmayacak sekilde vektorlerin aktif oldugu saatlerde uygulama
yapilabilir.  Kapali alanlarda yapilmasi durumunda uygulamadan sonra en az 30
dakika dis kapi ve pencerelerin kapali, i¢ kapilarin ise acik tutulmasi sonrasinda ise
ortamin en az birkag saat iyice havalandirilmasi gerekmektedir. ULV yapilmasi igin
uygun sicaklik degeri genel olarak 15 ile 35 derece arasindaki sicakliklardir.
Damlaciklarin askida kalma durumlarini etkileyebileceginden daha yiiksek ve disik

sicakliklarda uygulama yapilmamasi 6nerilmektedir.

Sekil 5. El tipi soguk sisleme (ULV)cihaZ|

Sekil 6. Aksam saatlerinde arag Ustlindeki bir ULV cihazi ile sisleme galismasi yapilmasi
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d) Mist-Blowers; Son yillarda ézellikle uygulama giicliigii cekilen genis alanlara kisa
strede ve kolaylikla uygulama olanagi saglamasi nedeniyle siklikla tercih edilen mist
blower cihazlari ortalama 300-500 litre tank kapasitesine sahiptirler. Mist-blower
spreylerinde damlacik ¢aplari 50-100 mikron arasindadir. Sirt tipi pulverizatorlerle
mudahale edilemeyecek biyikliklerde alanlarda kisa slirede zaman ve iscilikten
kazanilarak uygulama yapilabilinir. Uygulama cihazinin Ust kisminda bulunan hareketli
baslik sayesinde arag hareket halinde iken ¢op konteynirlari, glibrelikler gibi alanlarda
en azindan 10-15 metreye kadar plskirtme vyapilarak ilaglama yapilmasi
saglanabilmektedir. Sivrisinek ve ev sinegi larvalarina karsi genis alanlarda yapilan
calismalarda oldukg¢a uzun hortum sistemleri ve piskirme gilicli yardimiyla uzak

mesafelere midahale olanagi saglamaktadir.

Sekil 7. Bir mist blower cihazinin genel gériinima
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Sekil 8. Bir mist blower cihazinin agik alanda biyosidal Griin uygulamasi

SONUGC

Vektor miicadele ¢alismalarinda kullanilan cihazlarda biyosidal Griin karisimi hazirlanirken
uygulamaya yetecek miktarda hazirlanmasi, fazla karisim hazirlanmamasi ve karigimlarin
cihazlarda bekletiimemesi dnerilmektedir. Cihazlarin puskirttikleri damlaciklarin gaplarinin
diizenli araliklarla kontrol edilmesi ve kalibrasyonlarinin yapilmasi gerekmektedir.
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Antioksidanlar: Ne Kadar ve Nasil Kullanilmali, Etkili mi?

izzet KARAHAN? Hasan SUSAR?!

*Balikesir Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Balikesir

Ozet: Canlilar siirekli oksidanlara maruz kalir. Serbest radikal olarak adlandirilan bu riinler
eslenmemis elektronu bulunan atom ve molekillerdir. Reaktif oksijen Uriinleri (ROS)
saghkhyken de, hastalik kosullarinda da olusabilir. Viicuda zarar veren serbest radikallerle
micadelede antioksidanlar, oksidanlarin hasar yapici etkilerini azaltip viicudun igeriden ve
disaridan yenilenmesini saglarlar ve canlilarin viicut fonksiyonlarinin sorunsuz bir sekilde
strdirilebilmesi icin gerekli maddelerdir. Pek ¢ok calismada antioksidanlarin koruyucu
ve/veya tedavi edici etkilerine yonelik olumlu bulgu ve sonuglar vardir. Diger yandan,
antioksidan kullanilmasinin koruyucu veya tedavi edicini etkisinin ¢ok az olduguna ya da
olmadigina ve ylksek dozlarda veya sirekli kullaniimasinin bazi toksik etkiler ile oksidan
etkiyi arttirabilecegine dair sonuglari vurgulayan arastirmalar da vardir. Sunulan bu derleme
bildiride, antioksidanlari kullanimi ile fayda/zararlari ve etkili olup olmadigina dair bilgiler

verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Koruyucu etki, Kullanim, Tedavi.
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Antioxidants: How Much and How to Use, Is It Effective?

Abstract: Living things are constantly exposed to oxidants. These products, called free
radicals, are atoms and molecules with unpaired electrons. Reactive oxygen products (ROS)
can occur in health conditions or disease conditions. In the fight against free radicals that
harm the body, antioxidants reduce the destructive effects of oxidants and allow the body to
regenerate internally and externally and these substances are necessary for maintaining the
body functions of living things without any problems. Many studies have positive findings
and conclusions about the protective and / or therapeutic effects of antioxidants. On the
other hand, there are studies that emphasize that the use of antioxidants has little or no
protective or therapeutic effect, and that high doses or continuous use may increase the
oxidant effect with some toxic effects. In this review report, information on related the use

of antioxidants and their benefits/disadvantages and whether it is effective are given.

Keywords: Antioxidants, Protective effect, Treatment, Use.

Girig

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin gesitli sebeplere bagli olarak olusumunun artmasi
ve bunlarin etkisizlestiriimesinde viicutta gorevli antioksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stresin temel Uriinleri olan reaktif
oksijen tirleri (ROS) oldukga yiiksek reaktiviteye sahip molekuller olup, mitokondriyum basta
olmak Uzere hicre organellerinde normal metabolizmanin sonucu olarak veya iskemi-
reperflizyon, yaslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci, inflamasyon ve ksenobiotiklere
(kimyasal maddelere) maruz kalma gibi sebeplere bagh olarak uretilirler. Baslica reaktif
oksijen tirleri Stiperoksit radikali (O.™), Hidroksil radikali (OH*) ve Hidrojen peroksit (H.0.)'tir.
Bunlardan ilk ikisi serbest radikal olup hidrojen peroksit ise prooksidandir. Bunlar oksidatif
stres, basta kanser olmak (zere diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar,
ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden sorumludur

(2,4,25,27).
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Fizyolojik kosullar altinda hiicreler, ROS olusumunu ve yok edilmesini dengeleyen temizleyici
sistemler kullanarak ROS seviyelerini kontrol eder. Ancak oksidatif stres durumunda, asiri
ROS hiicresel proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar verebilir ve bu da cesitli hastaliklarin
olusumuna katkida bulunabilecek 6limcil hiicresel hasarlara neden olabilir. ROS'un asiri
Uretimi veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu proteinler, lipidler ve DNA gibi bazi
makromolekdllere zarar verebilir, membran lipidlerinin peroksidasyonu, proteinlerin
denatilirasyonu ve DNA hasarini igeren cesitli mekanizmalar yoluyla hiicresel hasar ve
nekrozu uyarir ve bu durumlar pekcok ksenobiyotik toksisitesinin etiyolojisinde yer alir

(8,12,13,18).

Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Oksidatif stres, pekgok hastaligin patogenezinde oldugu gibi tedavisinde de 6nemli bir rol
oynayabilir. ROS ve drlnlerinin ayrica, hiicre homeostazinin korunmasinda, gen
transkripsiyonunun dizenlenmesinde, hiicre proliferasyonunda apoptozu indikleyerek
kansere karsl savunmada dnemli bir rol oynamaktadir. Fizyolojik kosullar altinda hiicreler,
ROS olusumunu ve yok edilmesini dengeleyen temizleyici sistemler kullanarak ROS
seviyelerini kontrol eder. ROS iretimi ve atilmasi arasindaki denge sayisiz biyolojik siire¢ ve
hastalik kosullarina bagli oldugundan kritik Gneme sahiptir. Bu hiicresel redoks dengesi, farkl

hiicre igi bélmelerde bulunan giglii bir antioksidan sistemiyle saglanir (7,10,17,22,32).

Bu endojen antioksidan sistemler enzimatik (stper oksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediktaz (GR) vb. ile enzimatik olmayanlar (glutatyon,
melatonin, selenyum, askorbik asit, lipoik asit, a-tokoferol, vb.)dir. Ayrica ekzojen
antioksidanlar olarak vitamin E (a-tokoferol), vitamin A (B-karoten), vitamin C (askorbik asit),
bakir, ¢inko ve selenyum gibi mineraller ile gidalarda bulunan flavonoidler, polifenoller ve
degisik kimyasal maddeler vardir. Son vyillarda, dogal antioksidanlar, gilivenilir olmasi ve
istenmeyen yan etkileri olmamasi nedeniyle daha fazla tercih edilir duruma gelmislerdir

(4,11,15,19,22,29).
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Gidalarda Antioksidanlar

Antioksidanlar gidalarin yapisinda dogal olarak bulunur. Gidalar; flavonoidler, polifenoller,
flavonlar, antosiyaninler, ellajitanninler, likopenler, resveratrol, katesin ve epikatesinler,
kuersetin, fisetin, rutin, morin, kaemferol, amigdalin, hesperidin, narinjin ve narinjenin,
viniferin, triterpenoidler, hidroksisinnamik, benzoik, gallik, sinapik, vanilik, sirinjik, kafeik,
ferulik ve pkumarik asit gibi maddeler yaninda bazi vitaminler (A, E, C) ve/veya vitamin 6n
maddesi olan a-tokoferol, tokotrienol, karotenoidler, likopen, askorbik asit, ile mineraller
(Se, Zn, Cu) gibi antioksidanlardan bir ve/veya birkagini icerebilmektedir. Meyve ve
sebzelerde bulunan ve antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesikler, vitaminler (A, C ve E
vitamini) ve karotenoidler, oksidatif stresle iliskili bu hastaliklardan korunmada etkili
bilesikler olarak ©6ne g¢ikmaktadirlar. Bu bahsedilen maddelerin tiimdiiniin antioksidan

aktivitelerinin ortaya konulmasina yonelik ¢ok sayida arastirma vardir (2-6,14,15,32).

Besleyici oOzellikleri disinda icerdikleri etkin maddelerden dolayr viicudumuza fizyolojik
yararlar saglayan ve/veya kronik hastalik riskini azaltabilen besinlere fonksiyonel besinler
denilmektedir. Nutrasotik terimi besinsel destegi, fonksiyonel besinleri, tibbi besinleri ve
probiyotikleri de iceren bir terimdir. Nutrasotikler besinsel degeri yani sira viicutta olumlu
fizyolojik etkileri olan ve/veya kronik hastalik riskini azaltabilen, besinlerden ayristirilarak
saflastirilan ve genel olarak tablet, kapsiil veya damla seklinde tiiketilen triinlerdir. Ozellikle
nutrasotiklerin dnemli bir kismi benzer ilag sekillerinde besin ya da diyet takviyesi (dietary
supplement) adi altinda ve pek ¢ogu da antioksidanlari iceren mistahzarlar olarak dikkat

cekmektedir (2,4,5,7).

Antioksidanlarin giinlik yedigimiz ve ictigimiz hemen her besinde bulunan besin 6gelerinden
biri oldugu bilinen bir gercektir. Ozellikle son yirmi yilda antioksidanlarin etkilerine ydnelik
yapilan bilimsel (epidemiyolojik, klinik ve deneysel) arastirmalarin bulgulari saglikli yasam ve
tedavi alanina abartili bir yansimasi antioksidan etkili Griinlerin (dogrudan fonksiyonel besin
maddesi, nutrasotik veya besin katkilari) abartili bir sekilde tiketim gilginhigina yol
acmaktadir. Bunun diger bir sebebi de en basitinden kanser basta olmak lzere pek ¢ok ciddi
hastaliklarin sadece antioksidanlar ile onlenebilecegi ve/veya tedavi edilecegi algisinin

olusmasidir (1,10,11,18,24).
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Antioksidanlarin Etkinligi ve Etkisizligine Yonelik Aragtirmalar

Gegmiste yapilan bazi arastirmalar ve son yillarda yapilan bilhassa epidemiyolojik ve klinik
deneysel ¢alismalar antioksidanlarin etkisiz, hatta zararl olduguna yonelik bilgi ve bulgular
da icermektedir. Her ne kadar baslangicta yapilan ¢alismalar, antioksidan takviyelerin saglig
tesvik edebilecegini 6ne siirse de, sinirlh sayida antioksidan iceren daha sonraki klinik
arastirmalarda higbir fayda tespit edilmemis, hatta bazi antioksidanlarla fazla takviyenin
zararli olacagini 6ne slrmistir. Bu c¢alismalarda vurgulanan en o6nemli noktalar,

antioksidanlarin ne kadar ve nasil kullaniimasina yoneliktir (6,8,16,18).

Vitamin C gli¢li bir antioksidan olup, bazi in vitro kosullarda prooksidan ve glikat proteini de
olabilir. Bu durumlar, yiiksek C vitamini aliminin ateroskleroza sebep olacag! fikrinin 6ne
strllmesine neden olmustur. Yiksek miktarda vitamin C aliminin kardiyovaskiler hastalk
riski tizerine yapilan bir ¢alismada, diyabetli kadinlarda menopoz sonrasinda kardiyovaskdler
hastaliga bagh 6lim riskini artirdigi gosterilmistir. Diyabetin ciddiyeti, C vitamini tiiketimiyle
kardiyovaskiiler hastalik mortalitesi arasindaki iliskide giiclii bir bag olmasinin disik oldugu
ancak; tamamlayici C vitamini ve kardiyovaskdler hastalik riskinin gozlenen iliskisinin tesadfi
degilse, ekstra C vitaminin diyabetteki bu belirgin zararli etkisinin olabilecegi ©ne
strllmustir. Burada, C vitamininin in vitro serbest demir varliginda proksidan olarak goérev
yapabilecegi, asiri demir ylklenmesi ve muhtemelen serbest demirin indiiklenmesi gibi bir
demir metabolizmasi bozuklugu ve alternatif olarak, C vitamini glikasyon yapan proteinlerle
veya lipit peroksidasyonunu uyararak hasara neden olabilecegi temel etki mekanizmalari
olarak degerlendirilmistir (1,21,25). Ayrica askorbik asitin antioksidan etkisinin yaninda
oksidan etki gostermesinde proteine bagh ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri
demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda
hidroksil radikali olusturmaya uygun ferro demire dénuUstiirmesinin ve bu 6zelliginden dolayi
serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak degerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece dusiuk konsantrasyonlarda gorildugl, yuksek
konsantrasyonlarda gligli bir antioksidan olarak etki ettigi de kaydedilmistir (10,12,21).
TUmor hicrelerinin ¢ok miktarda askorbik asit icerdigi ve C vitamininin hiicre ici olarak

indirgenen ve askorbik asit olarak tutulan dehidroaskorbik asit formunda kolaylastirici glikoz
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tastyicilardan girdigi tespit edilmistir. Kanser hiicrelerinde ylksek askorbik asit seviyelerinin
kemoterapi veya radyasyon terapisine miidahale edebilecegi, ¢linkli bu tedavilerin oksidatif
mekanizma ile hlcre 6limini tetikledigini dislnilmektedir. Bu nedenle askorbik asit
takviyesinin, kanser tedavisinin etkisini azaltabilecegi ifade edilmistir. Buna neden olarak
glclU bir antioksidan olan askorbik asitin, kanser hastalarinda kemoterapinin neden oldugu
oksidatif stresi ortadan kaldiracagi veya noétralize edebilecegi savunulmakla birlikte timor
hicrelerindeki roliinli ve kanser kemoterapisinde kontrendikasyonunu anlamak igin daha
fazla ¢alismaya ihtiyag oldugu ileri sdrGlmustir (1,20,21,23). Arastirmacilar; lipid
hidroperoksidlerin, DNA'ya zarar verebilecek Urlnler olusturmak igin askorbik asit ile
reaksiyona girebilecegini, askorbik asidin mutagenezi ve kanser riskini artirabilecegini ve lipid
hidroperoksitlerden toksik metabolitler olusturabildigini de 0One surmdislerdir. Bu
metabolitler in vivo olarak 6nemli miktarda DNA hasarina yol agabilmektedir. Ancak,
askorbik asidin, lipitlerden toksik metabolitler treterek kanser ve diger hasarlara neden
olabilecegini kabul etmeden 6nce géz 6niinde bulundurulmasi gereken bir¢ok soru oldugu

unutulmamahdir (1,4,8,9,13,29).

Farelerde antioksidanlarin akciger kanserini hizlandirmasi lzerine yapilan galismada, diyetin
N-asetilsistein (NAC) ve E vitamini gibi antioksidanlar ile takviye edilmesinin timor
ilerlemesini belirgin sekilde arttirdigini ve farelerde canli kalmayi azalttigini tespit etmislerdir.
Antioksidanlarin endojen ROS savunma sisteminde yer alan genlerin fonksiyonunu
azaltmistir. NAC ve E vitamini, fare ve insan akciger timor hiicrelerinde ROS olusum, DNA
hasarina yol agmakta ve p53 ekspresyonunu azaltarak tlimor hiicresi proliferasyonunu
arttirmaktadir. p53'ln etkisizlestirilmesi, timoér blylimesini antioksidanlarla ayni derecede
arttirmakta ve antioksidan etkisini ortadan kaldirmaktadir. Boylece, antioksidanlar, timor
blytmesini hizlandirir. Genlerdeki somatik mutasyonlar timoérin ilerlemesinde geg ortaya
ciktigindan, NAC ve benzeri antioksidanlar kronik obstriiktif akciger hastaligi olan yiiksek
riskli insanlarda timorlerin erken blylmesini veya prekanser6z lezyonlarin olusmasini
hizlandirabilir. Birgok epidemiyolojik c¢alismada vitamin E takviyesinin 0zellikle kalp
hastaliklarinda olusan oksidatif stresle ilgili olaylarda etkili olmadigi da gosterilmistir

(7,11,13,20,28,30).
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Akciger kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklar Gzerine yapilan bir ¢alismada beta karoten
verilmesinin, serum beta karoten seviyelerini 12 kat yikselttigini, ancak bu seviyelerin redoks
iliskileri veya diger hiicresel mekanizmalar icin 6nemli olan diger bilesiklerle ciddi
dengesizlige neden olabilecegi igin toksik etkiler olusturabilecegi kanaatine variimistir.
Arastirmacilar beta karoten uygulamasinin E vitamini dizeyini 6nemli 6l¢tide dlslrdigline
yonelik ¢alismaya karsilik kendilerinin boyle bir etki bulmadiklarini bildirmislerdir (26). Diger
yandan A vitamini 6nciist olarak kullanilan likopenin (misir yagi icerisinde 4 mg/kg agizdan)
karaciger, bobrek ve kalp dokularinda olusturulan hasarlarda eszamanli uygulamasinin
koruyucu etki yaptigini, buna karsilik énceden yapilan uygulamalarinin ise etkili olmadigi
gOsterilmistir (3,14,15,33). Diger yandan yapilan pek ¢ok epidemiyolojik galismada hastalik
riski yuksek insan gruplari (sigara icen, sigarayl birakmis, asbeste maruz kalan, doktorlar
vb.)’nda beta karoten ve/veya vitamin A takviyelerinin hastalik insidanslarinda degisime
neden olmadig, hatta bazi ¢alismalarda 6rnegin akciger kanseri insidansinda % 28’e varan

artislara sebep oldugu gosterilmistir (26,27,28,31).

Multivitaminlerin asiri kullanimi ile prostat kanseri arasindaki pozitif iliskiyi arastirilan bir
arastirmada, selenyum, karoten, folat ve ¢inko gibi bireysel mikrobesin takviyesi alan
erkeklerde ileri ve ollimcil prostat kanseri riskini arttirdigini ortaya konulmustur. Bu
durumlara neden olarak birka¢ 6nyargida bulunulmaktadir. Prostat kanserleri, mevcut PSA
tarama uygulamalari ile tespit edilebildigi icin E vitamini, selenyum veya folat takviyesi
kullanan erkeklerde eszamanli olarak agir multivitamin kullanimiyla lokalize prostat kanseri
riskinin artmasi, bunu kullananlarin PSA taramasina maruz kalma ihtimalinden kaynaklanmis
olabilecegi kanaatine varmislardir. Bu veriyi destekleme amaciyla prostat, akciger, kolorektal
ve yumurtalik kanseri tarama ¢alismasinda sigara igenlerde artan E vitamini alimi ile kanser
riski arasinda artan bir iliski gosterilmistir. Bu ¢alismalar E vitamininin bu olaylarda etkisiz
oldugunu ortaya koymaktadir. (17, 20, 28). Diger bir epidemiyolojik ¢alismada herhangi bir
hastalik olmadan antioksidanlarin alinmaya baslanmasina ragmen, tek tek incelediginde,
ozellikle betakaroten ve vitamin A ile vitamin E’'nin tek ya da kombinasyon halinde
kullanimlarinin oltimleri arttirdigi, vitamin C'de ise o6limleri arttirici bir etki gorllmezken,
selenyum kullanilmasinin ise genel olarak az da olsa 6liimleri azalttigi yoniinde bulgular elde

edilmistir (1,9,11,21,23,26,30).
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Selenyum, viicutta hem vyararli hem de zararl hiicresel tepkimeleri uyararak hem oksidan
hem de antioksidan olarak gorev yapar. Diyetle fazla alinmasi durumunda, protein tiyol
gruplarini dogrudan oksitleyerek ve c¢apraz baglanmayla dolayh olarak, okside edici bir
redoks kaymasi ve Fenton reaksiyonu yoluyla oksijen radikallerini tireterek apoptotik hiicre
olima ile sonuglanan oksidatif stres ve hiicresel hasarlara neden olmaktadir. Ayrica bu
ortamda selenyumun glutasyon (GSH) ile reaksiyona girmesi, GSH ile hiicresel okside edilmis
GSSG (Glutatyon Dislfit)'nin disa aktariimasinda GSH tiikenmesine neden olur. Selenyum
tarafindan Uretilen daha oksitleyici bir ortam olusur ve bu durum cogu biyomolekiile,
DNA'ya, proteinlere ve lipitlere zarar verebilir ve boylece hiicresel hasari arttirabilir (22).
Diger yandan; Kuersetin H20;'in akciger epitel hiicrelerinde neden oldugu DNA hasarinin
olusturdugu toksisiteyi tersine gevirir. Genel olarak, gézlemlenen bu koruma, kuersetinin
antioksidan aktivitesine atfedilir. Kuersetin burada olusan serbest radikallerin etkili bir
temizleyicisidir. Ancak, es zamanh olarak kuersetinin tiyol reaktif bir metabolitinin olusmasi
ve bunun GSH seviyelerinde olusturdugu azalma sonucu kuersetinden beklenilen antioksidan

etkinin olusmasini engeller (4,9,22,30).

Sonug

Tim bu bilgiler viicuttaki antioksidan mekanizmalarin karmasik oldugu ve antioksidanlarin
genellikle karmasik olaylarin bir parcasi olarak hareket ettigidir. Bu nedenle, tek antioksidan
hepsi ile ayni seyi yapamaz. Antioksidanlarin bébrek, karaciger ve diger organ hasarlari gibi
oksidatif stres kaynakh hastalik ve komplikasyonlara karsi koruma sagladig gorilmesine
ragmen, bu antioksidanlarin sorunu 6nleyecegi veya iyilestirecegi anlamina gelmez. Bu
baglamda, bir antioksidan ortamdaki serbest radikalleri temizledikten sonra, oksidatif
zincirdeki degisimin baska bir antioksidan tarafindan tamir edilmemesi halinde, bir pro-
oksidan olmaya basladigl iyi bilinmektedir. Buna karsin, normal beslenme diizeninde
besinlerle antioksidanlarin alinmasinin daha faydali oldugu ileri sirilmektedir. Bunun
muhtemel agiklamasi, besinlerde antioksidanlarin bir karisimi oldugu ve genellikle bir veya iki
madde kullanilarak alinmasi ve antioksidan zincirin stirekli ve iyi bir sekilde ¢alismasidir. Bu
durumda, bu tir takviyelerin nihai etkisi, olumsuz veya zarar verici (hasar yapici) bir etki

seklinde olmayacaktir (9,10,13,18,19,22,26,31).
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Bu calismalarin timiinde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta; hangi antioksidanin,
hangi dozda, ne kadar sireyle tiiketildiginde s6z konusu hastalik riskinden hangi oranda
korudugu konusudur. Bunlarin belirlenmesine yonelik olarak her antioksidan igin
farmakokinetik-toksikokinetik 6zelliklerinin hem saghkh hem de hasta bireylerde ortaya
konulmasi, kronik toksisite denemelerinin (teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkiler)
yapilmasi ve bu denemeler sonucunda diyetle alinmasi gereken miktar (RDA, Recommended
Dietary Allowances, Her yas ve cinsiyetten bireyin saglikli beslenme kriterlerini tam olarak
karsilayacak miktar); Yeterli miktarda alim (Al, Adequate Intakes, Belirli yas ve cinsiyetteki
bireylerde yeterli seviyeyi olusturmak igin alinmasi gereken miktar) ile Glvenli olarak
tiiketilebilecek en yiliksek miktar (IU, Tolerable Upper Intake Levels, Yan ve toksik etki
olusturmadan kullanilabilecek en vylksek miktar) gibi parametrelerin iyi belirlenmesi

gereklidir (5,6,12,16,17,25).

Sonug olarak ozellikle antioksidanlari iceren fonksiyonel gidalar, nutrasotikler ve diyet
katkilarina ilgi hizla artmakta ve her gegen giin yeni bir Grln piyasaya sunulmaktadir. Tim
bunlarin saglik agisindan guvenilirligi en 6nemli husustur. Risk ve faydalar birlikte géz éniinde
bulundurularak tim bu drlnler degerlendirilmelidir. Ancak higbir antioksidanin ve bu tip
Grindn mucize olmadiginin bilinmesi gerekir. Tim insanlarin bu Grinlerin tiketimine karsi
dogru bir sekilde bilinglendirilmesi ve konuyla ilgili gerekli yasal diizenlemeler mutlaka
yapilmalidir. Diger yandan antioksidanlarin normal beslenme diizeninde, dogal olarak
hayvansal ve bitkisel besinler igerisinde viicudun ihtiyacini karsilayacak miktarlarda alinmasi

gereklidir.

Burada temel ilke Hipokratin dedigi gibi “Yedikleriniz ilaciniz olsun, ilaglarda yemeginiz

olsun” prensibi olmalidir.
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Kadmiyum Verilen Drosophila melanogaster’lerde Vitamin E’nin DNA Hasar ve Ureme

Performasi Uzerine Koruyucu Roliiniin Arastiriimasi

Fahriye Zemheri NAVRUZ?, Damla Arslan ACAROZ?, Ulas ACAROZ3, Sinan INCE*
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03200, Afyonkarahisar, Tirkiye
“Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, 03200,
Afyonkarahisar, Tlrkiye

Ozet: Kadmiyum cevre ve besin zincirinin en énemli kirleticilerinden biridir. Bu agir metal
insanlarda ciddi saglik risklerine neden olmaktadir ve Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
tarafindan Grup 1 (insanlar igin kanserojen) olarak siniflandiriimistir. Vitamin E (a-tokoferol)
glnlik diyetimizle alinmasi gereken oOnemli bir antioksidan kaynagidir. Bu ¢alismada
kadmiyuma maruz birakilan Drosophila melanogaster’lerde vitamin E’nin lireme performansi
ve DNA hasari Uzerindeki olasi koruyucu roll arastirildi. DNA hasarinin belirlenmesinde
Comet yontemi kullanildi. Drosophila melanogaster’in besi yerlerine kadmiyum ve vitamin E
sirastyla 0.125 mM ve 25 mg/L dozlarinda 15 giin boyunca ilave edildi. Elde edilen sonuclara
gbre kadmiyum uygulanan gruplarda DNA hasarinda artis oldugu, buna karsin vitamin E'nin
kadmiyum tarafindan indiiklenen DNA hasarini azalttigi gorildi. Ayrica, kadmiyumun Greme
performansinda azalmaya neden oldugu, buna karsin vitamin E’'nin ise Greme performansini
olumlu etkiledigi saptandi. Sonug¢ olarak kadmiyumun Drosophila melanogaster’lerde
meydana getirdigi olumsuz etkileri vitamin E’'nin engelledigi ve koruyucu 6zellik gosterdigi

belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Comet Analizi, DNA hasari, Drosophila melanogaster, Kadmiyum,

Vitamin E.
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Investigation of the Protective Role of Vitamin E on DNA Damage and Reproductive

Performance in Drosophila melanogasters Exposed to Cadmium

Abstract: Cadmium is one of the most important contaminants in the environment and food
chain. This heavy metal causes serious health risks in humans and is classified as Group 1
(Carcinogenic to humans) by the International Agency for Research on Cancer. Vitamin E (a-
tocopherol) is an important source of antioxidants that should be taken with our daily diet.
This study investigated the possible protective role of vitamin E on the reproductive
performance and DNA damage in Drosophila melanogasters exposed to cadmium. Comet
assay was employed to determine DNA damage. Cadmium and vitamin E were added to
broth of Drosophila melanogaster at 0.125 mM and 25 mg/L, respectively. According to the
results, there was an increase in DNA damage in cadmium treated groups, whereas vitamin E
decreased cadmium-induced DNA damage. In addition, cadmium caused a decrease in
reproductive performance; however vitamin E positively affected reproductive performance.
In conclusion, the negative effects of cadmium on Drosophila melanogasters was prevented

by vitamin E and vitamin E showed protective properties.

Keywords: Cadmium, Comet Analysis, DNA damage, Drosophila melanogaster, Vitamin E.

Giris

Kadmiyum, yerkabugunda dogal olarak bulunan ve ciddi gevresel kirletici bilesenlerinden
biridir. Alkali akiimulatorlerin, boya ve plastiklerin Gretiminde yaygin bir sekilde kullanilan
kadmiyum diger kimyasallar gibi basta su olmak Uzere gevre kirliliginde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Rizki ve ark., 2004). Kadmiyumun Drosophila melanogasterlerde zararl etkiler
meydana getirdigi ve yapilan bir ¢alismada da kadmiyumun Drosophila melanogaster’da
cinsiyete bagh resesif 6limcul mutasyonlarin sikligi ve baskin germ hiicrelerinde oldrici
mutasyonlarin artisina neden oldugu vurgulanmistir (Pesheva ve ark., 1997). Diger bazi
arastirmalarda, kadmiyumun deniz gastropodu olan Nerita chamaeleon ve solucanlar
lzerinde genotoksik etkiler meydana getirdigi rapor edilmistir (Fourie ve ark., 2007; Sarkar,

2015).

65



Diyetle alinanlarin yani sira disaridan alinan antioksidanlarin oksidatif dengenin stirdtrilmesi
ve/veya oksidatif hasara karsi 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Brenneisen ve ark., 2005).
Askorbik asit (C vitamini), alfa tokoferol (vitamin E) ve retinol (A vitamini) serbest radikalleri
ve dolayisiyla oksidatif zincir reaksiyonlarini kesen en glgli antioksidanlar olarak kabul
edilmektedir. Yapilan ¢alismalar ile bu maddelerin oksidatif hasar sonucu olusan serbest
radikallerin olusumunu engelledigi ve hiicrelerin canliiginin stirdirilmesine katki sagladiklari

belirtilmistir (Bahadorani ve ark., 2008).

Drosophila melanogaster ¢ok kisa siirede ve hizli Greme oranina sahiptir ve memelilerin
biyolojik, fizyolojik ve norolojik 6zelliklerinin birgogu ile benzerlik gosteren okaryotik bir
canhdir (Pandey ve Nichols, 2011; Miguel-Aliaga ve ark., 2018). Genotoksisite
(Mukhopadhyay ve ark., 2004), oksidatif stres (Soares ve ark., 2017), cesitli hastaliklarin
molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi (Foriel ve ark., 2015; Kreipke ve ark., 2017),
yaslanma ve 6mir uzunlugu calismalarinda (Pletcher ve ark., 2002; Arica ve ark., 2017)
sikhkla kullanilan bir model organizmadir. Bu ¢alisma ile kadmiyuma maruz birakilan
Drosophila melanogaster’lerde vitamin E'nin koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu
amagla kadmiyum ve vitamin E uygulamalari sonucu Drosophila melanogaster’lerin (ireme
performanslari ve pupa sayilari belirlendi. Uygulamalar sonucu meydana gelen DNA hasari

ise Comet analizi ile degerlendirildi.

Materyal ve Metod

Drosophila melanogaster kiltlrleri, laboratuvar kosullarinda 24+1°C sabit sicakliga ayarl %
60-70 nemde sogutmali inkiibatérde yapildi. Her bir grup icin giftlesmemis 10 erkek 10 disi
ergin birey cam kaltir siselerinde kadmiyum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ve vitamin E
(Evicap, Kogak Farma, Turkiye) iceren 50 ml besi yeri icinde 15 glin boyunca yetistirildi. Besi
yeri hazirlanmasinda 104 g misir unu, 94 g seker, 9 g bira mayasi, 6 g agar, 1020 ml distile su,
6 ml asit karisimi (7.83 ml ortofosforik asit + 8.36 ml propiyonik asit + 1081 ml distile su)
kullanildi. Galisma icin Drosophila melanogaster deney gruplari toplamda 5 grup olacak
sekilde; kontrol, etanol (% 1), kadmiyum (0.125 mM), vitamin E (25 mg/L; etanol icinde
¢ozdirilen) ve kadmiyum ile vitamin E’nin birlikte uygulamasinin yapildigi gruplardan

olusturuldu. Calismada kullanilan kadmiyum miktari Rizki ve ark. (2004) ve vitamin E miktari
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Koana ve ark (1997)'nin belirttikleri miktarlar esas alinarak yapildi. Calismanin sonunda
Drosophila melanogaster’lerin lireme performansi, pupa sayilari ve Comet analizi ile de DNA
hasari (Olive ve Banath, 2006) belirlenerek arbitrary unit (AU) olarak ifade edildi. Calisma
sonunda Drosophila melanogaster’lerdeki ireme performanslari igin elde edilen veriler sayi
ve ylzde olarak ifade edildi. Bununla birlikte DNA hasari bulgularinin degerlendirmesinde
gruplar arasi degerlendirme tek yonli varyans analizi (SPSS 20) ile ve gruplar arasi
dnemliliklerin degerlendirilmesinde ise Duncan post-hoc testi uyguland. istatistiksel agidan

p<0.05 degeri 6nemli kabul edildi.

Bulgular

Calismada, kadmiyumun Drosophila melanogaster’lerde Ureme performansini ve pupa
gelisimini azalttigi belirlendi. Buna karsin kadmiyum ile birlikte vitamin E uygulanmasi sonucu
Drosophila  melanogaster’lerde kadmiyum verilen grupla karsilastirildiginda Greme

performansinin ve pupa gelisiminin arttigi tespit edildi.

Drosophila  melanogaster’lerde  kadmiyum  uygulanan grupta kontrol grubuyla
karsilastirildiginda DNA hasarinin fazla oldugu belirlendi (p<0.05). Buna karsin vitamin E’'nin
kadmiyum ile indlklenen DNA hasarini azalttigi tespit edildi (p<0.05). Tek basina vitamin E ile
etanol uygulamasi yapilan gruplarda tGreme performansi, pupa gelisimi ve DNA hasarinin
kontrol grubuna yakin oldugu ve verilen miktarda vitamin E ile etanol uygulamasinin olumsuz

bir etki gbstermedigi belirlendi.

Tablo 1. Kadmiyuma maruz birakilan Drosophila melanogaster’lerde (ireme performansi lzerine
vitamin E’nin etkisi

Ergen Pupa
Gruplar
Disi % Erkek % Toplam Gelisim %

Kontrol 43 100 55 100 98 124 100
Kadmiyum 7 16.2 5 9.1 12 16 129
Vit E 43 100 53 96.3 96 122 98.3
Kadmiyum+Vit E 25 58.1 23 41.8 48 51 41.1
Etanol 42 97.6 52 94.5 94 111 89.5
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Drosophila melanogaster’lerde kadmiyum ve vitamin E’nin tek baglarina ve beraber
uygulamasinin tireme performansi ve pupa gelisimi tGizerine etkisi Tablo 1’de, bununla birlikte

Comet analizi ile tespit edilen DNA hasari bulgulari Sekil 1'de gosterilmistir.
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Sekil 1. Kadmiyuma maruz birakilan Drosophila melanogaster’lerde DNA hasari izerine vitamin E'nin
etkisi. Farkh harfleri tasiyan degerler istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0.05)

Tartisma

Yapilan bazi arastirmalarda kadmiyumun Drosophila melanogaster’lerde toksik etki
gosterdigi bildirilmistir (Rizki ve ark., 2004; Guan ve ark., 2019). Rizki ve ark (2004),
kadmiyumun farkli konsantrasyonlarini  (0.25, 0.5, 0.75 ve 1 mM) Drosophila
melanogaster'lerde kanat nokta testi ile genotoksisite agisindan degerlendirmiglerdir.
Calisma sonunda kadmiyumun kanat hiicrelerinde somatik mutasyonunda herhangi bir artisa
neden olmadigini bununla birlikte larva gelisimleri ile larvadan erginlige gegisin azaldigini
belirtmislerdir. Drosophila melanogasterlere 10 glin boyunca 52 mg/L verilen kadmiyumun
DNA metilasyonu lzerinde yaptigi etkilerin degerlendirildigi bir diger ¢calismada, Toplam 71
diferansiyel olarak metillenmis bolge ve 63 diferansiyel olarak metillenmis gen tim genom
bisilfit sekans ile tanimlanmis, kadmiyum grubunda toplam 39 genin demetillendigi (Cdc42
ve Mekkl gibi genlerin), ancak 24’Gnde artmis metilasyon gorildigu bildirilmistir. Ayrica
gelistirme, lireme ve enerji metabolizmasi ile iliskili olan Baz, Act5C ve ss de dahil olmak
Uzere dijital ekspresyon kutlphanesinden diferansiyel olarak eksprese edilmis genlerle

orttsen 37 diferansiyel olarak metillenmis gen gorildigi ifade edilmistir (Guan ve ark.,
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2019). Kadmiyumun belirtilen bu olumsuz etkileri dikkate alindiginda, yapilan bu galismada
da kadmiyumun Drosophila melanogaster’lerde lGreme performansini ve pupa gelisimini

olumsuz etkiledigi ve DNA hasari meydana getirdigi belirlenmistir.

Yapilan bir¢cok ¢calismada antioksidan 6zellige sahip maddelerin, kimyasal ajanlarin Drosophila
melanogaster’lerde olusturdugu zararh etkilere karsi koruyucu etki gosterdigi belirtilmis;
Jimenez-Del-Rio ve ark. (2010) herbisit bir ilag olan parakuatin Drosophila
melanogaster’lerde olusturdugu bozulmus hareket aktivitesine karsi 0.1-1 mM miktarlarda
verilen gallik asit, ferulik asit, kafeik asit, kumarik asit, propil gallat, epikatesin,
epigallokatesin ve epigallokatesin gallat polifenollerinin giigli néroprotektif etki gosterdigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde, antienflamatuar ve antibakteriyel Ozelliklere sahip (-)-a-
bisabololun (5, 25 ve 250 umol/L) Drosophila melanogaster’lerde rotenon (500 umol/L) ile
indlklenen motor fonksiyon kaybi ve oksidatif strese karsi koruyucu etki gosterdigi ifade
edilmistir (Leite ve ark. 2018). Nagpal ve Abraham (2017) yaptiklari bir ¢alismada antioksidan
ozellikleri bilinen B-karoten (% 0.25, 0.5, 1) ve c¢ay polifenonun (% 1) Drosophila
melanogaster’lerde 10 Gy y-radyasyon ile olusturulan cinsiyete bagh resesif olimcil
mutasyon ve oksidatif strese karsi koruyucu etki olusturdugunu belirtmislerdir. Yapilan bu
calismada da, antioksidan ve hiicre koruyucu etkisi bilinen vitamin E’'nin kadmiyumun DNA

Uzerindeki olumsuz etkilerini engelledigi belirlendi.

Sonug

Sonug olarak kadmiyumun Drosophila melanogaster’lerin ireme performansini olumsuz
etkiledigi ve DNA hasarina yol actigl tespit edildi. Buna karsin kadmiyum ile birlikte
uygulanan vitamin E’nin Drosophila melanogaster’lerde Greme performansini arttirdigi ve

DNA hasarini engelledigi belirlendi.
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Ankara Piyasasinda Satisa Sunulan Alabalik Orneklerinin Florfenikol Kalintisi Yéniinden

Taranmasi

Cansu Oncii ALGAN! Sinem PEHLIVAN! Yagmur TURGUT! Emine BAYDAN!

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ziraat Mahallesi,
Sehit Omer Halisdemir Bulvari, 06110 Altindag/Ankara

Ozet: Balik vyetistiriciliginde bakteriyel hastaliklar ®nemli ekonomik kayiplara sebep
olabilmektedir. Bakteriyel hastaliklarla miicadelede c¢esitli antibiyotikler etkin olabilmekle
birlikte, yetistiricilikte 6zellikle AB Ulkelerinde izinli olan antibiyotikler kullanilabilmektedir.
Bu kapsamda Florfenikol (FF) balik hastaliklariyla miicadelede en yaygin ve etkin sekilde
kullanilan, az sayidaki izinli antibiyotiklerden biridir. Diger pek ¢ok veteriner ilagta oldugu gibi
gida degeri olan hayvanlarda antibiyotikler kullanilirken Griin (balik) hasat edilmeden énce
ilag kalinti arinma siiresinin (IKAS) muhakkak uygulanmasi gerekir. Bu siire kullanilan ilacin,
hayvanin tiketilebilir kisimlarindaki kalinti miktarinin kabul edilebilir seviyeye inmesi igin
gecmesi gereken siredir. Bu siireye uyulmadiginda hayvansal Urlnlerde ilag kalintilarina
rastlanabilmektedir. Bu durum ise halk saghgi yoniinden pek ¢ok sakincali duruma sebep
olmaktadir. Yapilan bu arastirmada Ankara piyasasinda, 2019 Haziran-Temmuz déneminde
satisa sunulan alabalik kas dokularinin valide HPLC yontemle FF yonlinden taranmasi
amagclanmistir. Bu amagla belirtilen donemlerde toplanan ve menseleri kaydedilen toplam 20
alabalik kas dokusu analiz edilmistir. Alabalik kas dokusunda FF analizi igin metot
validasyonunda LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.17ug/g ve 0.57ug/g, geri kazanim ise (g
farkh konsantrasyon (0.75, 1.5 ve 3 ppm; her bir konsantrasyon igin n=6) icin sirasiyla ort
%75.28, 81.54 ve 92.63 olarak belirlenmistir. Analizler sonucunda higbir 6rnekte LOD Uzeri FF

degeri belirlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Alabalik, Ankara, Florfenikol, Kalinti, Kas.

72



Screening of Trout Samples Sold in Ankara Markets in Terms of Florfenicol

Abstract: Bacterial diseases in fish farming can cause significant economic losses. While
various antibiotics can be effective in the fight against bacterial diseases, approved
antibiotics can be used for aquaculture In European Union countries. In this context,
Florfenicol (FF) which is one of the few allowed antibiotics, has widespread spectrum and
effective against in fish diseases. As with the most veterinary medicine drugs, while
administrating antibiotics to food value animals, residue clearance time protocols must be
followed before harvesting fish product. That definition referred to the time needed for the
used drug quantity to pass an acceptable level in the consumable parts of the animal. Failure
to completion of this period may result in drug residues in animal products. If this period is
not completed, drug residues can be found in animal products and it might be caused to
unintentional effects in terms of public health. In this study,it was aimed to determine the
Florfenicol (FF) value in trout muscle tissues that were sold in Ankara market between June-
July 2019 period, with a validated HPLC method. For this purpose, a total of 20 trout muscle
tissues that collected in the indicated periods and the origins were recorded and analyzed. In
the method validation for Florfenicol (FF) analysis in trout muscle tissue, LOD and LOQ
values were determined respectively as 0.17ug/g and 0.57ug/g, the recovery values were
determined respectively as %75.28, 81.54 and 92.63 for three different concentrations (0.75,
1.5 and 3 ppm; n = 6 for each concentration). As a result of the analysis, there wasn't

determine FF value over the LOD in any sample.

Keywords: Ankara, Florfenicol, Muscle, Residue, Trout.

Giris

Su Urdnleri vyetistiriciligi, nifus artisi ile birlikte tim Dinya’da ve Tirkiye'de giderek
artmaktadir. Ulkemiz, cografi yapisi ve iklim kosullari géz éniinde bulunduruldugunda, deniz
ve i¢ sularimizda gesitli su dUrlnlerinin  yetistiriimesine ve gelistiriimesine imkan
saglamaktadir. Bu drlnler arasindan besinlerini kara hayvanlarina gore daha cabuk ete
cevirme Ozellikleri, yag asiti bakimindan zengin ve lezzetli olmalarindan dolayi alabalik

Uretimi Ulkemizde ilk siralarda yer almaktadir (Akbulut, 2001; Yeltekin 2012). Kualtur
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ortaminda yetistirilen baliklar; sularda meydana gelen kirlilik, ylksek yogunlukta yetistirme,
su kalitesinde azalma, beslenme yetersizligi gibi nedenler ile stres altinda olurlar ve bu da
baliklarda hastaliklarin ortaya g¢ikmasina sebep olur. Cesitli nedenlerle ortaya gikan bu
hastaliklarda antibiyotik kullanimini gerekli kilmaktadir. Veteriner hekimlikte gesitli
enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ve Kloramfenikol analogu olan
florfenikol; genis etki spektrumuna ve bakteriyostatik etkiye sahip olmasi, istenmeyen yan
etkilerinin az olmasi, direngli bakterilere karsi etkili olmasi ve dokulara iyi gecebilmesi sebebi
ile glivenilir bir sekilde kullanilabilen bir antibiyotiktir (Keyes ve ark., 2000; Aksit ve ark.,
2008; Ansari ve ark., 2014). Kloramfenikol ve thiamphenicol bilesikleri, insanlardaki aplastik
anemi riski ve ylksek bakteriyel direng gelisimi nedeniyle yasaklanmistir (Granja ve ark.,
2012). Kaltir balikgiliginda, kalinti sliresine uyulmadan bilingsiz antibiyotik uygulanmasi,
dokularda uygunsuz sekilde yiiksek kalinti seviyelerine yol agabilir. Buna bagh olarak ¢evrede
ilaca direngli patojenik mikroorganizmalarin ortaya c¢ikmasi ve tiketicilerde alerjik
reaksiyonlar, toksik etkilerin ortaya ¢tkmasi nedeniyle halk saghgi icin potansiyel bir tehlike

olusturur (Barani ve ark., 2015).

Bu calismamizda Haziran-Temmuz 2019 doéneminde Ankara piyasasinda satisa sunulan

alabalik 6rneklerinin florfenikol ydniinden taranmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Arastirmada Haziran-Temmuz 2019 doneminde Ankara piyasasinda satisa sunulan, fakat
yetistirilme yerleri Tiarkiye’nin farkl bdlgeleri olan toplam 20 alabalik kas ornegi
kullanilmistir. Validasyon calismalari igin ise Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii-Trabzon
(SUMAE)'dan temin edilen ve ilag kullanilmayan alabalik kas o6rnekleri kullaniimistir.
Orneklerde FF analizi icin metot validasyon calismasi EuroChem’e (2014) gére yapildi. Metot
validasyonu icin 0Ozgullik, dogrusallik, geri kazanim, hassasiyet (% RSDrhavuz olarak
tekrarlanabilirlik,% RSDr havu: Olarak tekrar tretilebilirlik), korelasyon katsayisi (r), tespit limiti
(LOD), miktar limiti (LOQ) parametreleri degerlendirildi. Bu amagla 6 farkl kor 6rnek ve 3
farkli FF konsantrasyonunda (0.75, 1.5, 3 ug/ml) calisilarak 6zgullik, dogrusallik, dogruluk (%
geri kazanim), kesinlik (% RSDr haw: olarak tekrarlanabilirlik, % RSDRr haw: olarak tekrar

Uretilebilirlik), korelasyon katsayisi (r) ile 6 farkli koér ve tek konsantrasyon (0.75
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ug/ml)izerinden LOD, LOQ yoninden degerlendirildi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla LOD=
3*s0 (sO= Sonuglarin standart sapmasi) ve LOQ= 10*sg (so= Sonuglarin standart sapmasi)
formulleri kullanilarak belirlendi. Kalibrasyon egrisi, metanol + su (3:7) karisiminda 100
ug/ml ve olacak sekilde hazirlanan ana ve %0.1 asetik asitle hazirlanan 30ug/ml ara stok FF
standart ¢ozeltisi kullanilarak, bundan %0.1 asetik asit yardimiyla hazirlanan bir dizi ileri
seyreltme (0, 0.375 pg/ml, 0.75 pg/ml, 1.5 ug/ml, 3 ug/ml, 6 ug/ml) kullanilarak elde edilen
ortalama degerlerden (n=8, her konsantrasyon icin) hazirlandi. Sonuglarin MRL yoniinden
degerlendirilmesinde AB Komisyon Tuziugl (No 37/2010) esas alindi. Kas orneklerinden FF
ekstraksiyonu igin Anadon ve ark. (2008), Van de Rie ve ark. (2003), Rodrigo ve ark. (2012),
Yao Feng ve ark. (2016), Gao ve ark (2016) metotlarindan yararlanildi. Analizlerde kullanilan
solventlerin hepsi HPLC saflikta idi. Analiz i¢in 1 g balik kas dokusu kiyilarak tizerine 1 ml %0.1
ml asetik asit, 4 ml 0.1 M PBS (pH: 7) ve 4 ml etil asetat eklenerek 10 dk vortekste karistirildi.
Karistirma isleminden sonra 10 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Fazlar ayrildiktan sonra
Ustteki etil asetat kismindan 3 ml temiz bir tiipe aktarildi. ilk tiipteki 6rnek tizerine tekrar 3
ml etil asetat eklenerek baslangigtaki islemler tekrar edildi. Fazlar ayrildiktan sonra Ustteki
fazdan alinan 3ml etil asetat temiz tiipteki 3 ml etil asetat lizerine ilave edildi (toplam 6 ml
etil asetat). Toplanan etil asetat 6nceden sirasiyla 3’er ml etil asetat, metanol ve deiyonize su
ile sartlandirilan ve ardindan metanol:su karigsimi (1:3, ml) ile yikanan C18 kartustan gegirildi.
Ardindan kartustan 4 ml etil asetat gegirilerek analitin ellisyonu yapildi. Elie edilen etil
asetat fazi 40 C azot evaporatérde uguruldu. Kalinti iizerine 1 ml mobil faz eklendi. Uzerine 2
ml hekzan eklenerek ihmli sekilde calkalandi. Fazlar ayrildiktan sonra altta kalan fazdan
(hekzan olmayan) enjektor ile gekilerek 0.45 um’lik cronus filtreden gegirilerek viyale kondu
ve HPLC'de okundu (Dedektor: Photo Diode Array Detector, Akis: Isocratic flow, Mobil faz:
725 ml ultra saf su, 265 ml asetonitril, 4 ml 10% asetik asit, Injeksiyon hacmi: 20 pl, Kolon
sicakligi: 25°C, C18 Kolon: Phenomenex Hper Clone ODS (150 mm x 4.60 mm x 5 um), Dalga
boyu: 223 nm, Akis hizi: 0.8 ml/min, Stre: 30 min.).

Bulgular

Calismanin validasyonuna iliskin sonuglar sirasiyla Sekill, 2, 3, 4, 5ile Tablo 1’de verilmistir.
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FF Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 1. FF'nin farkli konsantrasyonlari ile hazirlanan kalibrasyon egrisi (n=8, her konsantrasyon igin).

FF Geri Kazanim Egrisi
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Sekil 2. Kor balik dokusuna 0.75, 1.5 ve 3 ug/g (n=6 her konsantrasyon icin) konsantrasyonlarda FF
ilavesi ile elde edilen geri kazanim egrisi
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Sekil 5. Kor alabalik dokusuna 6ug/g konsantrasyonda ilave edilen FF'ye ait kromatogram.
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Tablo 1. Alabalik kas dokusundan FF analizi igin metodun dogruluk (% geri kazanim), kesinlik (% RSD;
navuz Olarak tekrarlanabilirlik, % RSDg nav. Olarak tekrar Gretilebilirlik), LOD ve LOQ sonuglari.

Katilan Bulunan FF % Geri RSDr havuz %RSDR havuz Korelasyon LOD LoQ
FF (ug/g) | (mg/g),n=6, | Kazanim katsayisi (r) | ug/g ug/g
her kons. igin)
(Ort.+SD)

17.7 13.8 0.99 0.17 0.57

0.75 0.56 + 0.057 75.28

1.5 1.22 £0.203 81.54

3 2.77 £0.651 92.63

ort. 82.9

2019 Haziran-Temmuz doneminde farkli satis yerlerinden toplanan 20 balik érneginde LOD

degeri lizerinde herhangi bir kalintiya rastlanamamistir.

Tartigma ve Sonug

HPLC - DAD cihazinda galisilan yontemin validasyon sonuglari, analiz metodunun gokkusagi
alabalik kasinda FF 6l¢imi icin basarili oldugunu ve elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin
AB’nin  belirledigi MRL degerlerinden daha disik olmasi, 06rnek sonuglarinin
degerlendiriimesinde yeterli olacagini gostermistir (Sekil 1, 2,3, 4, 5 ve Tablo 1). AB
duzenlemesine gore (Commission Regulation EU No 37/2010), FF'nin MRL diizeyinin baligin
yenilebilir kisimlarinda (kas+deri) FF+FFA dlzeyinin 1 ppm’in (zerinde olmamasi ve ilag
kalinti arinma siiresinin (IKAS) bunun Gzerinden belirlenmesi zorunlulugu vardir. Ancak, bazi
ilkelerde balik ve diger hayvan tirleri icin iKAS degerleri sadece FF iizerinden ve farkl
diizeyler esas alinarak yapilmaktadir (USDA Foreign Agricultural Service, 2011; Chae ve ark.,
2018; Goverment of Canada, 2018). Buna gore Kore’de balik i¢in FF 0.2 ppm, Kanada’da balik
kasi icin FF+FFA olarak 0.8 ppm (USDA Foreign Agricultural Service, 2011; Goverment of
Canada, 2018) esas alinmaktadir. Turlere gore, ozellikle de balk tirleri arasinda ilaglarin
biyotransformasyonu bakimindan 6nemli farklar bulunmaktadir. FF hayvanlar tarafindan
alindiktan sonra ana metabolit olan FFA’ya ve bunun yani sira oksamik asit, FF alkol ve
monokloridflorfenikol’e, daha sonra ise tim metabolitlerde FFA’ya donismektedir. Bu
nedenle FFA belirte¢ metabolit olarak alinmaktadir (EMEA, 2000; Li ve ark., 2006). Ancak, pisi

baliginda (Paralichthysolivaceus) oldugu gibi bazi balik tiirlerinde FFA'nin sekillenmedigi de
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vurgulanmaktadir (Lim ve ark., 2010; Granja ve ark., 2012). FF ile ilgili yapilan ¢alismalarda
farkl sonuglar elde edilmis olmakla birlikte, genel olarak FF'nin kas ve bdbrekte FFA’ya gore
daha ylksek oldugu, karacigerde ise FFA diizeyinin daha yiiksek oldugu ve kas dokusunda
uygulamadan sonraki 6rnekleme giinlerine bagh olarak yaklasik FFA:FF oranin 1:5 -1:3
seklinde oldugu goérilmektedir (Li ve ark., 2006). Ayrica, antibakteriyel etkinlik yoninden
FF'ye gore FFA 90 kez daha az aktif, florfenikol alkol 30 kez daha az aktif, FF-oksamik ise aktif
olmayan olarak belirlenmistir (EMEA, 2000). Bu durum FF (zerinden yapilan c¢alismalarda
kesinlik olmasa da toplam kalinti dlizeyi igin bir kestirme yapilmasini saglayabilecektir.
Belirtilen nedenle FF+FFA Uzerinden yapilan degerlendirmelerin yani sira FF (zerinden
yapilan degerlendirmelere de rastlanmaktadir (Gokmen ve ark., 2014; Fadaeifard ve ark.,
2015; Rezk ve ark., 2015; Mostafa ve ark., 2017). Gokmen ve ark. (2014) tarafindan yapilan
arastirmada Elazig’da bes farkli alabalik isletmesinden temin edilen hasat 6ncesi ve sonrasi
25’er adet (toplam 50) alabalik 6rneginin FF yoninden HPLC metotla taranmasi sonucunda
hasat 6ncesi donemindeki alabaliklarin deri dokusunun %44’(inde, kasdokusunun %32’sinde
ve karaciger dokusunun %16’sinda; hasat donemindeki alabaliklarin ise deri dokusunun
%40'Inda, kas dokusunun %36’sinda ve karaciger dokusunun %32’sinde FF belirlenmis ve
Ozellikle hasat dncesi donemdeki diizeylerin MRL degerinin (izerinde oldugu belirlenmistir.
iran’da rastgele secilerek toplanan 40 alabalik 6rneginin FF yéniinden taranmasi sonucunda
14’tinde FF bulundugu, bunlarin 5’inde diizeyin MRL (1 mg/kg™) diizeyinin Gzerinde oldugu
belirlenmistir (Ansari ve ark., 2014). iran’da yapilan baska bir calismada ise iran’in 3 farkl
bélgesinden 2011 yili ilkbahar ve yaz doneminde toplanan 45 kiltlr alabaligi kas ve karaciger
dokusunun FF yoniinden ELISA ile yapilan taramasinda en yiksek ve en disik dizeyler
sirastyla karaciger igin 31.42453.52 ng/g (>150 g balik) ve 10.35%2.33 ng/g (<50 g balik) ve
kas icin 48.84+50.36 ng/g (50-150 g balik) ve 18.20%+15.41 ng/g (> 150 g balik) olarak

bulunmustur (Fadaeifard ve ark., 2015).

Balik vyetistiriciliginde antibiyotik kullanimini zorunlu kilan hastaliklarin patlak verdigi
sonbahar-kis dénemleri ve yavru dénemlerinde antibiyotik kalintilarina rastlama olasiligi
daha fazla goziikmektedir. Yapilan bu ¢alismada toplanan 20 6rnegin higbirinde LOD Uzeri
degerin gorilmemesi muhtemelen o6rneklerin toplandigi Haziran-Temmuz ddnemiyle

(hastaliklarin nispeten daha dusik oldugu) ilgili oldugu disinilmektedir. Normal kosullarda
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Tlrkiye’de hayvansal Uriinler kalintilar yoniinden T.C. Tarim ve Orman Bakanhgi tarafindan
periyodik araliklarla taranmaktadir. Ancak, son yillarda balk yetistiriciliginde FF gibi bazi
antibiyotiklerin kullanimi giderek yaygin bir hal almistir. Bu durum balik yetistiriciliginde
kontrollerin daha siki yapilmasi zorunlulugunu da gerektirmektedir. Ancak, Tirkiye'de
hayvan vyetistiriciliginin pek ¢ok alaninda gerek yetistirici, gerekse tilketici yoniyle verilen
egitim programlari ve siki kontroller sayesinde bu konuda epey asama kaydedildigi de
gbzlenmektedir. Daha saglkli gelecek nesiller yetistirmek ve kalintisiz Grlin tiketimini
saglamak igin Universite ve devlet kurumlari benzer ¢alismalarla omuz omuza vererek bu

alanda daha da mikemmelin yakalanmasi ¢alisiimalidir.
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Besin Zincirinde Mikroplastikler

ilker SIMSEK®

Cankiri Karatekin Universitesi, Eldivan Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Cevre Saghgi Bolimdi,
Cankiri, Turkiye

Ozet: Plastik malzemeler, hafif, ucuz, dayanikli ve kolay islenebilir olmalarindan dolayi,
yaygin olarak kullaniimasina ragmen, glinimizde biyik bir ¢evre sorunu haline gelmistir.
Mikroplastik (MP) terimi, 5 mm’den kiigiik olan tim plastik malzemeleri tanimlarken, birincil
ve ikincil MP’ler seklinde kategorize edilmektedirler. Birincil MP’ler, Uretilmis pelet uglari ve
mikro boncuklari igerir. ikincil MP’ler ise biiyiik plastik artiklarin ve sentetik tekstillerin
mekanik veya kimyasal pargalanmasi ile olusmaktadir. MP’ler, evsel, endustriyel atiklar,
trafik kirliligi, kullanilmis biylk plastiklerin ¢evrede pargalanmasi ve kanalizasyon-atiksu
aritma tesisleri gibi gesitli antropojenik aktivitelerden kaynaklanmaktadir. Dogal kosullar
altinda, UV radyasyonu, termal oksidasyon, fiziksel asinma ve biyolojik bozulma etkileri
nedeniyle bozulmaktadir. Kiglik boyutlari nedeniyle MP’ler, zooplankton, filtre beslenme
yapan solucanlar, baliklar ve kabuklular gibi ¢ok cesitli deniz canlilari tarafindan yiyecek
sanilarak yutulmaktadir. Toplamda, 267 farkli tlr hayvanin, plastik kirliliginden zarar
gordikleri bildirilmektedir. Bu zararlarinin yanisira yapilarindaki monomerlerine, katki
malzemelerine adsorbe edilmis gevre kirleticilerinin sizmasi nedeniyle, canlilarda kimyasal
toksisite meydana gelebilmektedir. MP’lere kronik maruziyet, zamanla olusabilecek birikim
etkisinden dolayl daha biyik endise kaynagi olarak ©6ngorilmektedir. Organizmalarda
MP’lerin toksisitesi ve birikiminin insanlar igcinde potansiyel saglk riskleri vardir. Bu nedenle
MP Kkirliligi agisindan plastik iceren atiklarin geri dontsiime kazandirilmasi ve lretim ve

kullanima kisitlama getirilmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Besin zinciri, Kimyasal toksisite, Mikroplastik.
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Microplastics in The Food Chain

Abstract: Since it is a light, inexpensive, durable and easily processable material, plastics
have been widely used, but today have become a major environmental problem.
Microplastic (MP) is a term used for plastics smaller than 5 mm. They are categorized as
primary MP’s and secondary MP’s. Primary MP’s include produced pellet tips and
microbeads. Secondary MP’s are formed by mechanical or chemical breakdown of large
plastic residues and synthetic textiles. MP’s are caused by various anthropogenic activities
such as domestic, industrial, traffic, disintegration of used large plastics and sewage-
wastewater treatment plants. Under natural conditions, MP’s deteriorate due to their
effects of UV radiation, thermal oxidation, mechanical wear and biological degradation. Due
to their small size, MP’s, are swallowed by a wide variety of marine organisms such as
zooplankton, filter-feeding worms, fish and crustaceans tought as food. It is known that at
least 267 different species, including turtles, seals, seahorses, fish and whales, are get
harmed from the plastic pollution by swallowing and entanglement. In addition to these
damages, chemical toxicity may occur in the organisms swallowed by the leakage of
environmental pollutants adsorbed to their monomers and additives. Chronic exposure to
MP’s is predicted to be of greater concern due to the accumulation effect that may occur
over time. Toxicity and accumulation of MP’s in organisms have potential health risks for
humans. Therefore, in terms of MP pollution, it is important to recycle plastic containing

wastes and to restrict production and use.

Keywords: Chemical toxicity, Food chain, Microplastic.

Giris

Plastikler glinimuUzde hafif, esnek, kolay islenebilen ve ekonomik olarak ucuz bir madde
oldugundan dolayr ¢ok vyaygin kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan plastikler;
polietilentereftalat (PET), poliamid (naylon), polyester, polietilen (PE), polipropilen (PP),
polistiren (PS) ve polivinil kloriir (PVC) dir. Kullanim sikligina gére plastik tiplerinin % 40 PE,
% 25 PS, % 19 PP oldugu belirtilmistir (Ceylan, 2017). Yaklasik olarak her yil 5-13 milyon ton

plastik malzemenin okyanusa atildigi, bunun 0,3 milyon ton/yil kadarinin ise yiizeye asili
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kaldig1 belirtilmistir. Buna gore plastiklerin 6nemli bir kisminin deniz organizmalari tarafindan
asimile edildigi veya sedimentte biriktigi degerlendirilmektedir (Yao ve ark., 2019).
Mikroplastikler (MP), National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) tarafindan
(Hanvey ve ark., 2017) alt sinir olmadan Ust sinirt 5 mm olan sentetik polimerler olarak
tanimlanirlar (Tablo-1). Birincil MP’ler ve ikincil MP’ler olarak kategorize edilirler (Li ve ark.,
2018). Birincil MP’ler, Uretilmis pelet uglari ve mikro boncuklari igerir (asindirici pargaciklar,
kisisel bakim Urinlerine dahil edilmistir) ya da ikincil MP’ler blylk plastik artiklarin ve
sentetik tekstillerin (mikro fiber) mekanik veya kimyasal parcalanmasi ile olusur (Hanvey ve
ark., 2017). BuyUk parcalar, MP’lere donUstiikee, parca sayisi artmakta ve cevre kirliligi riski
artmaktadir. Buna ek olarak, partikiil boyutlari kiiglildikge de, canllar tarafindan kolaylikla
besinle karistirilirlar ve yutabilecek organizma sayisi artar (Shim ve Thomposon, 2015).
MP’lerin boyut, sekil, yogunluk, renk ve kimyasal bilesim gibi fiziko-kimyasal &zellikleri,
bunlarin ¢evrede tagsinmasi ve biyoyararlanimlarini blyuk 6l¢tide etkilemektedir (Santos ve
Duarte, 2015). Tipik olarak, yuksek yogunluklu parcaciklar sucul ortamlarda batar ve
sediment icinde birikir. Dlslik yogunluklu pargaciklar ise deniz ylizeyinde yiizerek, biyolojik
kirlenme, tirbulans ve tath su kaynaklarina transfere yol agarlar (Cauwenberghe ve Janssen,
2014). MP’ler giderek artan bir ivmeyle; hava, kara, kiyi ve sularda tehlike olusturmaya

devam etmektedir (Aslan, 2018).

Tablo 1. Onerilen Terminoloji Ozeti (Hanvey ve ark., 2017).

Biiyukliik arahg Onerilen Terminoloji
>20cm Makroplastik
5-20cm Mezoplastik

1-5mm Buyuk mikroplastik
1-1000 nm Kugtik mikroplastik
<1000 nm Nano plastik

Mikroplastik Kaynaklar

MP ¢oplerin kaynaklari; ev, endistri ve tagimacilik alanlarinda kullanilmis baylk plastiklerin,
cevrede pargalanmasiyla olugan partikiller ve kanalizasyon-atiksu aritma tesisleri gibi gesitli
antropojenik aktivitelerdir (Yurtsever, 2015). MP’ler temelde; karasal (6r. ¢6p, mikro

boncuklar) ve deniz kokenli (6r. balk aglari, samandiralar) maddelerden koken alirlar
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(Rezania ve ark., 2018). Mikro boncuklar, atik su vasitasiyla su kaynaklarina girerken, tarimsal
faaliyetlerde kullanilan bir aracin asinmasiyla ufalanan plastikler toprakta birikmektedir
(Aslan, 2018). MP’lerin polimerik bilesimin tanimlanmasi genellikle Fourier doniisimi
kizilétesi (FT-IR) spektroskopisi kullanilarak gergeklestirilir. Diger analitik teknikler, piroliz gazi
kromatografi-kiitle spektrometre (Pyr-GC-MS), Raman spektroskopisi, Taramali elektron
mikroskobu-enerji dagitici X-1sin1 Spektroskopi (SEM-EDS) ve Cevresel tarama elektron
mikroskobu-enerji dagilim X-isini spektroskopi (ESEM-EDS)’'de mikroplastik polimerleri

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Santos ve Duarte, 2015).

Mikroplastiklerin Pargalanmalan

Tek bir plastik malzeme pargalanarak milyonlarca MP pargaciklarina donisebilmektedir
(Yurtsever, 2015). MP’leri pargalara ayiran faktorler antropojenik olabilecegi gibi, hava,
rizgar, glines, UV 1sinlari, su gibi dogal faktorler de olabilir (Aslan, 2018). Dogal kosullar
altinda MP’ler, UV radyasyonu, termal oksidasyon, fiziksel asinma ve biyolojik bozulma
etkileri nedeniyle bozulmaktadir. Bu islemler sirasinda MP’lerin polimer yapilarinda zincir
béllinmesi, orantisizlik ve oksijen iceren fonksiyonel gruplarda artis gibi kimyasal degisiklikler

oldugu, ancak bu islemlerin ¢ok yavas gergeklestigi belirtilmistir (Zhu ve ark., 2019).

Sucul Ekosisteme Girigleri

Deniz ekosistemlerinde MP kirliligi; sedimentler, agik sular ve organizmalarda rapor edilmistir
(Rezania ve ark., 2018). MP’lerin rlizgar, hava ve akarsular vasitasiyla tasinarak cevreye
dagildigl, su kaynaklarinda ise riizgar, kiyi akintilari, dalga hareketleri, mikroorganizmalar,
canlilar ve gelgit olaylari gibi cesitli faktorlerle taginiminin gergeklestigi bildirilmektedir
(Yurtsever, 2018). Ayrica, plastikler ¢ok yavas bir sekilde bozuldugundan gesitli organizmalar
icin ylzen substratlar olarak da hareket ederler ve boylece yabanci tirlerin uzun menzilli
tasinmasina katkida bulunarak yerel biyogesitlilik igin ek bir risk teskil edebilmektedirler (Avio

ve ark., 2015).

Besin Zincirinde Mikroplastikler

Kuglk boyutlari nedeniyle MP’ler, zooplankton, filtre beslenme yapan solucanlar, baliklar ve

kabuklular gibi cok gesitli deniz canlilar tarafindan yiyecek sanilarak yutulmaktadir (Teng ve
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ark., 2019). MP’ler, mikroalglere veya tohumlara baglanarak, cesitli deniz organizmalari
tarafindan gidalarla birlikte yutulabilmektedir (Rose ve Webber, 2019). Yutulduktan sonra,
MP’ler emilir ve dolasim sistemi ile farkli organlara dagilabilirler. Bu nedenle, 6zellikle irritan
ve biyo uyumlu olmayan MP’lerin zararli etkileri, tahmin edilenden ¢ok daha yliksek oranda
gerceklesebilmektedir (Barboza ve ark., 2018). Laboratuvar deneyleri, planktonik
organizmalar da dahil olmak Uzere copepodlar, cladocerans, salps ve larva baliklar gibi gesitli
omurgasizlarin ve deniz dibinde yasayan kum kurtlari, deniz hiyarlari, amphipods ve mavi
midyelerin MP’leri yuttuklarini gostermistir (Sun ve ark., 2017). Mp’lerin suda yasayan
organizmalarda birikmesi ve dagilmasi tiire 6zgldir ve partikll buylkligiine gore farkhlik
gosterir. Ornegin 8-10 pm MP’ler ¢ogunlukla yenge¢ solungaglari ve bagirsaginda
bulunurken, 10 um MP’ler midye dolasimina tasinabilir;, 5 um MP’ler zebra baliginin
karacigerinde birikebilmektedir (Deng ve ark., 2017). Dinyanin en buylk filtre
besleyicilerinden biri olan Akdeniz ylzge¢ balinasi, Balaenoptera physalus, bir seferde
yaklasik 70.000 litre (L) su filtre eder. B. physalus tarafindan, su ve plankton kaynakli MP
yutulmasi riski vardir (Wright ve ark., 2013). Hazmedilemeyen MP’leri midelerinde biriktiren
deniz kuslari, besin alamamalari nedeniyle acliktan 6lebilmektedirler (Yu ve ark., 2018).
MP’ler midye, istiridye ve yenge¢ gibi su Urlinleri sayesinde, besin piramidinin en alt
seviyesinden, en (st seviyesine ulasabilmektedir. Dolayisiyla insan saghgi icin de buytk risk
olusturmaktadirlar (Catalbas, 2017). Kaplumbaga, fok, denizaslani, balik ve balinalar dahil
olmak Uzere, en az 267 tir, s6z konusu plastik kirliliginden zarar gordiikleri bilinmektedir
(Giirbliz, 2017). insanlar tarafindan siirekli solunmasi veya yutulmasi durumunda, MP’ler
bagisiklik sistemini uyararak yerel pargacik toksisitesi gosterebilmektedirler. MP’lere kronik
maruziyet, zamanla olusabilecek birikimden dolay;, daha buylk problem olusturur
(Yurtsever, 2018). Mikroskobik plastik parca ve liflerin yutulmasi, bagirsak tikanmasi veya
bagirsak yirtilmasi gibi fiziksel hasara neden olabilmekte veya organizmaya kalici organik
zararh kirleticiler veya toksik katkilarin transferini kolaylastirmaktadirlar (Cole ve Galloway,
2015). Organizmalarda MP’lerin toksisitesi ve birikiminin insanlar igin potansiyel saghk
riskleri vardir. Bir dereceye kadar, plastik yutulmus balik ve diger deniz Urlnleri insanlar
tarafindan tuketilmektedir (Yu ve ark., 2018). Ancak, baliklarin gastrointestinal kanalinda
MP’lerin olusumu insanlar i¢in maruz kalmaya dogrudan kanit saglamaz, ¢linkii bu organ

genellikle insanlar tarafindan tlketilmez. MP yutulduktan sonra kimyasal kirleticilerin
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yenilebilir dokulara stizlilmesi ve birikmesi potansiyeli vardir. Gida yoluyla MP alimi baliklar
tarafindan yutulan MP’lerin gastrointestinal kanal boyunca yer degistirebilmesi veya
solungaglar vasitasiyla transselller alim veya paraseliiler diflizyon yoluyla dolasim sivisina

gecmesi ile olabilir (Wright ve Kelly, 2017).

Fiziksel tehlikeye ek olarak plastiklerin hidrofobik olmasi agir metaller, plastiklestiriciler, kalici
organik kirleticiler gibi bir¢ok organik ve inorganik kirleticilerin plastiklerin ylizeyine yapisarak
kimyasal toksisiteye sebep olabilmektedir (Rose ve Webber, 2019). MP’klerin sogurma
davranisi MP ve kirleticilerin 6zellikleri ile ilgilidir. PE'nin diger MP’lerden daha fazla organik
kirletici madde sogururlar ve uzun yillar beklemis MP’ler yeni olanlardan daha fazla kirletici
madde sogurmaya meyillidir. Hem MP’lerin hem de kirleticilerin polaritesi sogurulmada rol
oynamaktadir (Guo ve Wang, 2019). Hidrofobik ytizeyleri nedeniyle MP’ler, polisiklik
aromatik hidokarbonlar (PAH), organoklorin pestisidler ve poliklorlu bifeniller (PCB) gibi
hidrofobik organik kirleticileri yogun olarak adsorbe ve konsantre eder (Wright ve Kelly,
2017). PAH'larin MP’lerle adsorpsiyonu, bazi olumsuz ekotoksikolojik etkilere neden olur,
¢linkli organizmalar kasith olarak veya kazayla, MP’leri tiiketirler ve organizmalarda
PAH'larin birikmesine sebep olabilir (Tan ve ark., 2019). Plastikler Bisfenol A, melamin
formaldehit, fitalat gibi zararli kimyasallar icerirler, bunlar deniz hayvanlarinin
bagirsaklarinda ¢ozlnrler ve birikirler (Singh ve Devi, 2019). MP’ler yalnizca organizma
seviyesindeki tlrleri etkilemeyebilir; ayrica nifus yapisini degistirme kapasitelerine de
sahiptirler. Sert bir zemin eksikligi nedeni ile Gremesi sinirlanan deniz bocekleri H. sericeus
gibi tlrler MP sayesinde Ureyebilmektedirler (Wright v ark., 2013). Havadaki MP’lere maruz
kalma derecesi, bulasma kaynaklarinin ¢evrede genis dagilimina baglidir. Sentetik tekstiller,
erozyon, sentetik lastiklerden ve sehir tozu, birincil MP’lerin énemli kaynaklari oldugu

dusunilmektedir (Prata, 2018).

Sonug

Olusumu ve gevreye salinimi devam eden mikroplastikler, cogunlukla denizlerde bulunan irili
ufakli canlilar tarafindan vicutlarina alinmakta ve birikmektedir. Mikroskobik plastik
parcalarin ve liflerin yutulmasi, bagirsak tikanmasi veya bagirsak yirtilmasi gibi fiziksel hasara

neden olabilmekte veya organizmaya kalici organik zararh kirleticiler veya toksik katki
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maddelerinin transferini kolaylastirarak kronik zehirlenmelere sebebiyet verebilmektedir.
Mikroplastik yutmus canlilarin yenilmesi ve dogrudan alinmasi ile mikroplastikler besin
zincirinde ilerleyerek, insanlar icin heniiz ciddi olarak dikkate alinmayan saglk sorunlarina
sebep olabilmektedirler. Bu nedenle mikroplastik kirliligi agisindan plastik iceren atiklarin geri

donlsime kazandirilmasi ve liretim ve kullanima kisitlama getirilmesi 6nem arz etmektedir.
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Inula helenium subsp. pseudohelenium Ekstraktlarinin Fenolik Madde igerigi,

Antimikrobiyal ve DNA Koruyucu Aktiviteleri

Yusuf ALAN® Nimet YILMAZ?

Temel Egitim Bolimdi, Egitim Fakiiltesi, Mus Alparslan Universitesi, 49250, Mus
?Biyoloji B&liim, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mus Alparslan Universitesi, 49250, Mus

Ozet: Bitkiler, icerdikleri metabolitler sayesinde birgok hastaligin tedavisinde yiizyillardir
alternatif tipta kullaniimaktadir. Calismamizda Mus ili Cogirli kéyinde toplanan Inula
helenium subsp. pseudohelenium yaprak etanol ve saf su ekstraktlarinin 14 farkh fenolik
madde igerigi HPLC ile belirlenerek, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktiviteleri arastirildi.
Elde edilen sonuglara gore, salisilik asit etanol ekstraktinda gozlemlenmezken, gallik asit ve
vanillin etanol ve saf su ekstraktinda tespit edilmedi. Etanol ekstrakti ¢alismadaki bitin
mikroorganizmalar Uzerine antimikrobiyal aktivite gosterirken, saf su ekstraktinin ise sadece
antifungal aktivite gosterdigi saptandi. Etanol ekstrakti plazmit DNA {zerindeki
H202+DMSO’un siplrici etkisini gidererek kararli hale getirirken, saf su ekstraktinin ise
kismen plazmit DNA'nin kararl halde kalmasini sagladigi belirlendi. Sonug olarak etanol
ekstraktinin biyolojik aktivitelerinin daha gii¢li olmasinin, icerdigi toplam fenolik madde

miktarinin su ekstraktina gore daha fazla olmasina bagli oldugu séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, DNA, HPLC, Inula helenium subsp. pseudohelenium.
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Phenolic Content, Antimicrobial and DNA Protective Activities of Inula helenium subsp.

pseudohelenium Extracts

Abstract: Plants have been used in alternative medicine for centuries to treat many diseases
thanks to their metabolites. In our study, antimicrobial and DNA preservation activities of 14
different phenolic contents of Inula helenium subsp. pseudohelenium leaf ethanol and pure
water extracts collected in Cogurlu village of Mus province were investigated. According to
the results, salicylic acid was not observed in ethanol extract, while gallic acid and vanillin
were not detected in ethanol and pure water extract. Ethanol extract showed antimicrobial
activity on all microorganisms in the study, while pure water extract showed only antifungal
activity. Ethanol extract was stabilized by removing the scavenging effect of H,0, + DMSO on
plasmid DNA, while pure water extract partially stabilized plasmid DNA. As a result, it can be
said that the stronger biological activities of ethanol extract are due to the fact that the total

amount of phenolic material contained is higher than the water extract.

Keywords: Antimicrobial, DNA, HPLC, Inula helenium subsp. pseudohelenium.

GiRiS

Diinyada yaklasik 100 tir ile temsil edilen Inula cinsi, Avrupa, Asya ve Afrika’ da dogal olarak
yetisen bitkilerden olusmaktadir (Zhao ve ark., 2006; Berk ve ark., 2011; Degerli ve ark.,
2012). Turkiye’ de toplam 27 tir ile temsil edilen Inula L. cinsinin, 7 taksonu endemiktir
(Davis, 1982). Inula tirleri kimyasal igeriklerinden dolayi gesitli farmakolojik aktiviteler
gobsterirler. Bu aktiviteler arasinda; sitotoksik, antiproliferatif, antitimoral, antibakteriyal,
antifungal, antioksidan ve bitkinin blylimesini diizenleyen aktiviteler sayilabilir. Ayrica bu
bilesiklerin hipotansif, yliksek dozda hiperglisemik, dlsik dozda hipoglisemik, antihelmintik,
ditretik, antiinflamatuar ve antipiretik etki gibi cok cesitli farmakolojik etkilerinin var oldugu
rapor edilmistir (Gonzalez-Romero ve ark., 2000; Manez ve ark., 2007; Xie ve ark., 2007).
Inula tirleri, halk ilaci olarak geleneksel tipta ve gesitli farmakolojik aktiviteleri nedeniyle
modern tipta yillardir yaygin olarak kullaniimaktadir (Degerli ve ark., 2012; Hajimehdipoor ve
ark., 2014). Inula helenium geleneksel tipta tropikal bolgelerde anti-uyuz olarak yaralarin

iyilestirilmesinde kullanilir (Akay, 2002). I. helenium taksonu gidalarda, farmasétiklerde ve
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kozmetik preparatlarda iyi bir antioksidan ve antimikrobiyal madde kaynagi olabilir (Albayrak
ve ark., 2015). Literatlrde Tlrkiye’ de dogal olarak yetisen I. helenium lzerinde sinirl sayida
cahismalar bulunmaktadir (Gengaslan, 2007; Sengiil ve ark., 2009). Bitkilerde bulunan fenolik
antimikrobiyal bilesenler, giinimiizdeki antimikrobiyal ajanlardan bakteri gelisimindeki farkl
mekanizmalari  engelleyerek direngli suslara bagl hastaliklarin  tedavisinde etkili

olabilmektedirler (Topal, 2013).

Bu ¢alismamizda Mus ilinde yetisen Inula helenium subsp. pseudohelenium bitkisinden elde
edilen saf su ve etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal ve Deoksiribo Nikleik Asit (DNA)
koruyucu aktiviteleri belirlenmis ve fenolik madde igerikleri Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (HPLC) ile arastirilmistir.

Materyal ve Metod

Bitki 6rneklerinin toplanmasi ve ekstraksiyonu

Calismada kullanilan . helenium bitkisi 2018 yilinin vejetasyon déneminde Mus ili Cogurla
koylnde toplandi (Tirkiye). Toplanan bitki 6rneklerinin teshisleri Flora of Turkey’e goére
Murat Kursat (Bitlis, Turkiye) tarafindan yapildi. Herbaryum materyali haline getirilen bitki
érnegi  kodlanarak (Y.ALAN: 4949) Mus Alparslan Universitesi, Merkezi Arastirma
Laboratuvarlari Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde saklandi. Bitki 6rneklerini ekstraksiyona
hazirlamak igin yaprak kisimlarindan alinarak golgede kurutulmaya birakildi. Ekstraksiyona
hazirlanmis olan bitkilerden 50’ser gr alinarak temizlendi ve 6gutlilerek soxhlet ekstraksiyon
yontemiyle, 300 ml etanol ve saf su igerisinde ekstrakt elde edildi. Daha sonra evaporator
kullanilarak etanol ve saf su uzaklastirildi. Elde edilen ekstraktlarin fenolik madde miktar
tayini ve biyolojik aktivitelerinin in vitro ortamda incelenmesi igin koyu renkli cam siselerde +

4° C'de saklandi.

HPLC ile fenolik madde analizi

HPLC ile fenolik madde miktar tayini igin; Askorbik asit, gallik asit, mirisetin, absisik asit,
Kuersetin, apigenin, kaempferol, curcumin, catechol, vanillin, kaffeik asit, cinnamic asit,
rosmarinik asit ve salisilik asit standartlarinin son konsantrasyonlari 10 mg/ml olacak sekilde

tartiip 50 ml’lik balon jojeler igine konuldu. Daha sonra % 1’lik asetik asit ile asetonitril
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sirastyla (1/9) oraninda karistirilarak standartlar tzerine eklendi ve ardindan ayni oranda
metanol ilave edilerek stok standartlar hazirlandi. Stok standartlar 10 mM, 25 mM, 50 mM,
75 mM ve 100 mM konsantrasyonlarina seyreltilerek kalibrasyon egrisi icin kullanildi (Tapan,
2016). I. helenium ekstraktlarinin konsantrasyonu 20 mg/ml olacak sekilde standartta
kullanilan ¢ozeltiler kullanilarak seyreltildi. Ekstraktlar, 0,45 pm’lik membran filtreden

gecirilerek HPLC cihazina yiklendi (Alan ve Yilmaz, 2019).

Antimikrobiyal aktivite tayini

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite tayini oyuk agar yontemine gore yapildi (Sagdic ve ark.,
2003). Calismada, Mus Alparslan Universitesi Merkezi Laboratuvar’ndan temin edilen 7
bakteri (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus megaterium
DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Eshericha coli ATCC 11229, Pseudomonas
aeroginosa ATCC 9027 ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883) ve 3 maya tirl (Yarrowia
lipolytica, Candida albicans ATCC 10231 ve Saccharomyces cereviciae) kullanildi. Ekstraktlarin
antimikrobiyal etkisinin karsilastirlmasinda 5 farkli antibiyotik disk (Eritromisin (E-15),
Ampisillin/sulbaktam (SAM-20), Rifampisin (RD-5), Amikasin (AK-30) ve Fluconazol (FCA-25)
kullanildi (Alan ve Yilmaz, 2019).

Bitki ekstraktlarinin DNA iizerindeki etkileri

pBR322 plazmid DNA kullanilarak ekstraktlarin DNA lzerindeki etkisi agaroz jel elektroforez
yontemi ile belirlendi. Bu amagla 200 mg ekstrakt 1 ml DMSQ’da ¢oziilerek stok ekstraktlar
hazirlandi. Bu stok ekstraktlar seyreltilerek 25, 50 ve 100 mg/ml konsantrasyonlarina sahip
olacak sekilde kullanildi. PCR tiiplerinde hazirlanan 6rnekler 37 2C'de 24 saat karanhk
ortamda inkiibe edildi (Alan ve Yilmaz, 2019). inkiibasyondan sonra ekstrakt DNA karisiminin
10 pl’si ylkleme tamponu ile karistirilip %1’lik agaroz jele yiiklenerek TBE tamponu igerisinde
40 V'ta, serbest akimda, 2 saat siire ile elektroforez yapildi. Elektroforezden sonra jeller
etidyum bromid ile boyanarak CemiDoc XRS BIORAD goriintlileme sisteminde jel fotograflar

gorintilendi.
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Bulgular ve Tartisma

Fenolik birlesiklerin HPLC ile analiz miktarlan

I. helenium etanol ve saf su ekstraktlarinin fenolik madde igeriklerini belirlemek igin;
Askorbik asit, gallik asit, mirisetin, absisik asit, kuersetin, apigenin, kaempferol, curcumin,
catechol, vanillin, kafeik asit, cinnamic asit, rosmarinik asit ve salisilik asit standartlar

kullanilarak HPLC ile miktar analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. I. helenium ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin miktarlari (ug/ml).

Fenolikler Etanol Saf su
Askorbik asit 17.492 12.608
Gallik asit *

Mirisetin 3.378 2.303
Absisik Asit 17.573 6.827
Kuersetin 3.385 2.133
Apigenin 18.227 5.408
Kaempferol 4318 1.234
Curcumin 14.022 1.952
Catechol 6.631 32.207
Vanillin

Kafeik asit 5.641 10.257
Cinnamic asit 3.676 12.935
Rosmarinik asit 3.223 1.562
Salisilik asit - 8.994
* sonug yok.

I. helenium bitkisinin yapragindan elde edilen ekstraktlarin HPLC ile analiz miktarlarina
bakildiginda etanol ekstraktinda en fazla miktarda apigenin (18.227 pg/ml), en az miktarda
rosmarinik asit (3.223 pg/ml) varligi tespit edildi. Saf su ekstraktinda en az miktarda
kaempferol (1.234 pg/ml), en fazla miktarda ise catechol (32.207 pg/ml) oldugu belirlendi.
Yapilan galismalarda /nula cinsine ait bitkiden HPLC yontemi ile klorogenic asid, kafeik asid,
alantolactone ve isoalantolactone maddelerin miktarlarinin ¢ok farkli oranda oldugunu tespit
etmislerdir (Wang ve ark., 2014). Inula cinsine ait bitkiden elde edilen metanol ve su
ekstraktlarinda HPLC ile fenolik madde analizinde 10 farkli standart (gallik asit, kafeik asit,
rutin, luteolin, kamferol, rosmarinik asit, mirisetin, kuersetin, kumarin ve apigenin)
kullanilmistir.  Metanol ve su ekstraktlari en fazla kamferol (sirasiyla 40.87+0.04 mg/g ve
34.3620.02 mg/g kuru 6zt) icermektedir. Ayni zamanda ekstraktlardan gallik asit, rutin,

rosmarinik asit, kuersetin ve kumarin tespit edilmistir. Ayrica su ekstraktinda apigenin de
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bulunmaktadir (Ozkan ve ark., 2015). Calismamizda ise saf su ekstraktinda daha az fenolik
madde miktari tespit edildi. Ayni zamanda bitln ekstraktlarimizda ise gallik asit ve vanillin
varligi gozlemlenmedi. Yapilan galismalar dikkate alindiginda galismamizla kismen benzerlik
gbstermekte olup, her bir bitki ekstraktinda analiz edilemeyen bazi fenolik maddelerin de

bulunmasi muhtemeldir.

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalari

Bitkilerin mikroorganizmalari 6ldiriicii ve insan saghgi icin 6nemli olan &zellikleri 1926
yilindan bu yana laboratuarlarda arastirilmaktadir (Digrak ve ark., 1990). Bu galismada /.
helenium’un yaprak saf su ve etanol ekstraktlarinin nasil bir antimikrobiyal aktivite
gosterdiklerini anlayabilmek icin B. subtilis, S. aureus, B. megaterium, E. aerogenes, E. coli, P.
aeroginosa, K. pneumonia, Y. lipolytica, C. albicans ve S. cereviciae mikroorganizmalarina
karsi antimikrobiyal aktiviteleri mm olarak belirlendi (Tablo 2). Kontrol amagh kullandigimiz

antibiyotiklerin mikroorganizmalar lzerindeki etkileri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 2. . helenium ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisi.

*Inhibisyon zonu yok.

Mikroorganizmalar Etanol (DMSO 10mg/ml) Saf Su (DMSO 10mg/ml)
5ul 10 pl 20 pl 40 pl 80 ul Sul 10pl 20 pl 40 pl 80 pl
£ B. subtilis 15+¢1.00 19+1.52 21+1.00 21+1.00 26+1.08 -* - - - -
g § S. aureus 17+1.15 19+1.08 21+1.73 22+0.46  25+0.30 - - - - -
B. megaterium 16+0.57 19+1.52 21+1.15 20£0.00 20%0.57 - - - - -
::TE E. aerogenes  11+0.00 15+#1.00 19#1.73 20£0.00 20%0.57 - - - - -
&c‘f E. coli 14+1.15 17+#1.00 20+0.57 21+#1.00 23+0.30 - - - - -
£ P. aeroginosa  11+0.00 15+0.51 20+0.00 22+2.00 24+0.00 - - - - -
g K. pneumonia  15£1.58 17+#1.51 19#0.30 22+1.51  22%1.00 - - - - -
] Y. lipolytica 19+1.08 23+1.64 25+1.73 28+0.57 30%0.57 - - 1540.30 19+1.30 25+0.57
? C. albicans 16+1.15 20+1.52 21+1.00 25%1.52 28+1.00 - - 14+1.08 20+1.51 25+1.00
w S. cereviciae - - - 11+0.00 150.46 - - - - 15+0.00

Etanol ekstrakti en ylksek aktiviteyi Y. lipolytica’ya karsi 30+0.57 mm g¢apinda inhibisyon
zonu olusturarak gosterirken, en az aktiviteyi ise 15£0.46 mm ¢apinda inhibisyon zonu ile S.
cereviciae'ye karsl gosterdi. Saf su ekstrakti en iyi antifungal aktiviteyi C. albicans ve Y.
lipolytica’ya karsi gosterirken, S. cereviciae’ye karsi en az antifungal aktivite gosterdigi

belirlendi. Saf su ekstraktinin bakterilere karsi herhangi bir antibakteriyal aktivite
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gbstermedigi tespit edildi. Yapilan ¢alismalarda /nula cinsine ait Cin’ de ticari Grin olan /.
helenium ekstraktlarinin ; E. coli, B. cereus, S. aureus, E. carotovora, B. subtilis ve P.
aeruginosa bakterilerine karsi, antibakteriyal aktivite gosterdikleri belirtilmistir (Jiang ve ark.,
2011). Baska bir calismada ise; I. helenium spp. pseudohelenium ait etanol ekstrakti sadece E.
coli, M. morganii ve B. subtilis’e karsl aktivite gdstermistir. Y. enterocolitica’ya karsi sadece
metanol ekstrakti gosterirken, su ekstrakti higcbir antibakteriyal aktivite gostermemistir.
Ayrica bitln ekstraktlarin antifungal aktivite gostermedikleri tespit edilmistir (Albayrak ve
ark., 2015). Calismamizda elde ettigimiz etanol ekstraktlari bakteriler ve funguslar tizerinde
etki géstermisken, su ekstraktlari sadece antifungal aktivite gosterdi. Calismamizda kontrol
amagh olarak kullandigimiz antibiyotikler ile ekstraktlarimizi karsilastirdigimizda, etanol
ekstraktimizin  antibiyotiklerden daha iyi antibakteriyal aktivite gosterdi. Ayrica

ekstraktlarimiz Flukonazol’den daha iyi antifungal aktivite gosterdigi belirlendi.

Tablo 3. Antibiyotik disklerinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisi.

Antibiyotikler

Mikroorganizmalar Eritromisin Ampicillin/ Amikasin Rifampisin Fluconazole
sulbactam
— B. subtilis 2040.00 14£1.15 11+1.00 2140.00
g E S. aureus 21+1.00 10+0.00 9+0.00 18+1.15
©=a B. megaterium 25+0.00 - 10+1.00 16+0.00
E. aerogenes 27+1.00 10+1.00 9+0.00 16+1.00
3 :E E. coli 19£1.52 130.00 1310.00 180.00
G %n P. aeroginosa 19+0.00 - 14+1.15 8+0.00
K. pneumonia 19+1.73 16+0.57 10+0.00 19+1.73
» Y. lipolytica -* - - - 21£0.00
% C. albicans - - - - 23+1.52
'S

S. cereviciae - - - - -

*Inhibisyon zonu yok

DNA koruyucu aktivite

I. helenium ekstraktlarinin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’sI kullanilarak test
edildi. Bu yonteme gbre, DNA (zerinde hasara yol acan etkenler olan H,0, ve DMSO
varliginda farkh konsantrasyonlarda ekstraklarin, DNA hasarina engel olma yetenegi
degerlendirildi. Calismamizdaki ekstraktlara ait gerceklestirilen test sonucunda elde edilen

gorintl Sekil 1’de verildi.
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Elde edilen jel goriintlisline gére H202'nin Form I'i pargaladigi ve DMSO ile birlikte DNA'yi
tamamen yok ettigi gézlemlenmistir. DMSO tek basina DNA’ya kismen etki gostermistir.
Etanol ekstraktimiz H,02+DMSO’un stipiriict etkisini bozarak DNA’y1 kararli hale getirdigi
gbzlemlendi. Saf su ekstraktimizin H,02+#DMSO’un DNA (zerindeki stplrici etkisini kismen
ortadan kaldirarak form Il ve form I1I'i karali hale getirdigi goriildt. Ekstraktlarimiz tek basina
uygulandiginda DNA’nin daha kararli halde kalmasini sagladigi tespit edildi. Sivas
cevresinden toplanan Inula cinsine ait bitkinin toprak Gstd kisimlarinin sulu ekstraktinin, H,0,
ve UV isinlar uygulanarak hasara ugratilan pBR322 DNA plazmiti lzerine, koruyucu etki
gosterdigi gozlenmistir (Berk ve ark., 2011). Elde ettigimiz sonuglar literatiire benzerlik

gosterdigi belirlendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sekil 1. /. helenium ekstraktlarinin DNA koruyucu aktivite gorintisa.

1. DNA, 2. DNA+ H202, 3. DNA+ H20,+DMSO, 4. DNA+ DMSO, 5. DNA+ H,02+Etanol ekstrakti (100 mg/ml), 6.
DNA+ H20.+ Etanol ekstrakti (50 mg/ml), 7. DNA+ H202+ Etanol ekstrakti (25 mg/ml), 8. DNA+ Etanol ekstrakti
(100 mg/ml), 9. DNA+ Etanol ekstrakti (50 mg/ml), 10. DNA+ Etanol ekstrakti (25 mg/ml), 11. DNA+ H202+Saf Su
ekstrakti (100 mg/ml), 12. DNA+ H20>+ Saf Su ekstrakti (50 mg/ml), 13. DNA+ H202+ Saf Su ekstrakti (25
mg/ml), 14. DNA+ Saf Su ekstrakti (100 mg/ml), 15. DNA+ Saf Su ekstrakti (50 mg/ml), 16. DNA+ Saf Su ekstrakti
(25 mg/ml).

Sonug

Bu galismada I. helenium etanol ve saf su ekstraktlarinin HPLC ile fenolik madde miktarlari,
antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktiviteleri arastirildi. . helenium bitkisine ait biyolojik
aktivitelerin arastirilmasina iliskin literatiirde ¢ok kisitli bulguya ulasildi. Elde edilen sonuglara
gore, salisilik asit etanol ekstraktinda gozlemlenmezken, gallik asit ve vanillin etanol ve saf
su ekstraktinda tespit edilmedi. Etanol ekstrakti calismadaki bitiin mikroorganizmalar
lizerine antimikrobiyal aktivite gosterirken, saf su ekstraktinin ise sadece antifungal aktivite
gbsterdigi saptandi. Kontrol amagh olarak kullandigimiz antibiyotikler ile ekstraktlarimizi
karsilastirdigimizda, etanol ekstraktimizin antibiyotiklerden daha iyi antibakteriyal aktivite
gosterdi. Ayrica ekstraktlarimiz Flukonazol’den daha iyi antifungal aktivite gosterdigi
belirlendi. Etanol ekstraktimiz plazmit DNA {zerine H20,+DMSO’un siplriici etkisini

gidererek kararli hale gelmesini sagladi. Saf su ekstraktimiz ise H,0,+DMSO’un DNA
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lzerindeki suplrici etkisini kismen ortadan kaldirdigi belirlendi. Genel olarak bakildiginda
literatlirde /. helenium tlrine ait bu gibi ¢calismalar kisith oldugundan elde ettigimiz verilerin

literatlire 6nemli katkilar saglayacagi distiniiimektedir.
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Kayisi Cekirdegi Yaginin Myeloma Hiicreleri Uzerinde Antiproliferatif Etkisinin Arastirilmasi

Hidayet TUTUN* Sedat SEVIN?

‘Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji AD, Burdur,
Tarkiye
2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji AD, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Kayisinin (Prunus armeniaca L) cesitli kanser tiplerinin gelisimini baskilayabildigi
bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci kayisi gekirdegi yaginin fare myeloma (FO ATCC CRL-1646)
hicreleri Gzerinde in vitro antiproliferatif aktivitesini arastirmaktir. Cekirdegin yagi hekzan ile
vakumlu doner buharlastiricida elde edildi. Hiicre canliligl, myeloma hicrelerinin 24 ve 48
saatlik ¢esitli konsantrasyonlarda (29,3, 58,6 117,2, 234,4, 468,8, 937,5, 1875 ve 3750 ppm)
kayisi gekirdegi yagi maruziyeti sonrasi MTT testi kullanilarak 6lgiildi. 24 saatlik maruziyetten
sonra hcrelerin canliigi sirasiyla %106,51, %100,54, %91,00, %92,23, %72,79, %55,93,
%57,55, %47,45 oranlarinda bulundu. 48 saatlik maruziyetten sonra hicrelerin canlilik
oranlari sirasiyla 112,57, %119,62, %122,87, %122,85, %106,24, %55,99, %48,12 ve %47,78
oldugu gozlendi. IC50 degeri 24 saat igin 2894,62 ppm ve 48 saat igin 1390,68 ppm olarak
bulundu. Kayisi ¢ekirdegi yagi doza ve zamana bagh antiproliferatif etkiye sahip oldugu tespit
edildi. Ancak, cekirdek yagi diisiik dozlarda myeloma hiicrelerinin tGremesini arttirdi. Yagin
myeloma hiicreleri izerinde antiproliferatif etkisinin oldugu gergegi, bunun antikarsinojenik

aktivite icin potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antiproliferatif etki, Miyeloma, MTT, Prunus armeniaca L.
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Investigation of Antiproliferative Effect of Apricot Seed Oil on Myeloma Cells

Abstract: Apricot (Prunus armeniaca L.) is known to suppress the development of various
types of cancer. The aim of this study was to investigate in vitro antiproliferative activity of
apricot kernel oil on mouse myeloma cells (FO ATCC CRL-1646). Extraction of kernel oil was
done with hexane by using a vacuum rotary evaporator. Cell viability was measured using
MTT test after exposure of myeloma cells to various concentrations of apricot kernel oil
(29.3, 58.6 117.2, 234.4, 468.8, 937.5, 1875 and 3750 ppm) for 24 and 48 hours. After 24
hours of exposure, the viability of the cells was 106.51%, 100.54%, 91.00%, 92.23%, 72.79%,
55.93%, 57.55%, 47.45%, respectively. The viability of the cells after 48 hours of exposure
was 112.57, 119.62%, 122.87%, 122.85%, 106.24%, 55.99%, 48.12% and 47.78%,
respectively. The IC50 value was 2894.62 ppm for 24 hours and 1390.68 ppm for 48 hours.
Cell proliferation was reduced in a dose- and time dependent manner in apricot kernel oil
treated myeloma cells. The fact that the oil has antiproliferative effect on myeloma cells

suggests that it may be a potential therapeutic agent for anticarcinogenic activity.

Keywords: Antiproliferative effect, Myeloma, MTT, Prunus armeniaca L.

Giris

Miyelom (multipl miyelom, MM), kemik iliginde yapilan bir tiir beyaz kan hiicresi olan plazma
hicresi proliferasyonu ile karakterize hematolojik bir malignitedir (Grosbois ve ark., 2002).
MM insidansi gelismis (Glkelerde genellikle daha yiksektir. 2017’de Amerika Birlesik
Devletleri’'nde tahmin edilen MM olayi vakalari, 30.280"dir (17.490 erkek ve 12.790 kadin) ve
tlim yeni kanser vakalarinin %1,8’ini temsil etmektedir. Avrupa tlkelerinde benzer veya biraz
daha disiik yas standardize edilmis MM insidans oranlari bulunabilir. Buna karsilik, Asya
tlkelerinde gorilme siklig 6zellikle diisiiktiir. Niifusa dayal kanser kayitlarinin ¢ogu, son on
yilda istikrarli ya da biraz artan MM insidansi gostermektedir. Popilasyonun yaklasik
%0,8'ine yasamlari boyunca bir noktada MM teshisi konulmaktadir (Rios-Tamayo ve ark.,

2018).
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Tamamlayici ve alternatif tip (TAT), geleneksel tibbin 6gretildigi ve saglandigi kurumlarin
disinda buytk ol¢lide var olan genis ¢aph sifa felsefeleri, yaklasimlari ve tedavileridir (Pal,
2002). Kronik hastaligi olan gocuklar ve ergenler tarafindan artan ve ylksek TAT kullanim
sikhgr sanayilesmis Ulkelerde (kanserli ¢ocuklar dahil) bildiriimektedir (Gottschling ve ark.,
2014). Bitkisel ilag, homeopati, refleksoloji ve akupunktur en popiiler tedaviler arasindadir
(Stoneman et al., 2013). TAT kullaniminin bu yiiksek yayginhginin nedenleri gesitlidir ve
geleneksel tiptan memnuniyetsizligi ve arkadaslardan ve aileden gelen olumlu duyumlardan
kaynaklanabilir. TAT tedavileri faydali etkiler sunsa da, zararli yan etkilerin ve istenmeyen ilag

etkilesimlerinin ortaya ¢ikmasi ile ilgili endiseler vardir.

Kayisi (Prunus armeniaca L.), Prunoideae alt ailesinin Rosaceae Uyesidir. Tirkiye 2017/18
retim sezonunda 1.007 bin ton zerdali dahil kayisi iretimi gergeklesmistir. Kayisi Gretiminde
onemli bir yere sahip olan Malatya tek basina 676 bin tonluk Uretimle Tlrkiye Uretiminin
%68,3'sini gerceklestirmistir (Tarim Grlinleri piyasasi, 2019). Kayisi ¢ekirdegi ¢ogunlukla
kozmetik, ilag ve koku uretiminde kullanilir ve tohumlari yakit olarak kullanilir. Kayisi
cekirdeginin toplam yag icerigi %40,23 ile %53,19 arasinda degisir. Oleik asit, toplam yag
asitlerine %70,83 oraninda ardindan linoleik (%21,96), palmitik (%4,92) ve stearik (%1,21)
asitler katkida bulunur (Turan ve ark., 2007). Ham I[if icerigi %4,06 ile %7,63 arasinda
degismistir. Ek olarak, ham protein icerikleri %15,1 ile %24,2 arasinda degismektedir (Ozcan
ve ark., 2010). Bununla birlikte yag asitleri insan saglig icin bliylk 6neme sahip olabilir,
asansiyel yag asitleri (EFA) insan viicudunda biyosentezlenmez, ancak birgok fizyolojik

islemin buylmesi, bakimi ve galismasi icin gereklidir (Pavlovic ve ark., 2018).

Kayisi ¢ekirdegi tohumlarinda da tespit edilen spesifik biyoaktif bilesenlerden biri,
amigdalindir (Pavlovic ve ark., 2018). Amigdalin, aci kayisi, laetril, badem olarak da
adlandirilir; aromatik siyanojenik glikozid grubuna ait siyanojenik bir bilesiktir. Antikanser
aktivitesi, antienflamatuar aktivitesi ve diger bazi tibbi kabiliyetleri ile yillarca geleneksel bir
ilag olarak kullanilmistir. Amigdalinin zararli etkilerinin oldugu gosterilmis olmasina ragmen
hatta oral yoldan alindiktan sonra siyaniir zehirlenmesinin ciddi yan etkilerin ortaya
¢tkmasina ragmen, Amigdalin ve kayisi c¢ekirdegi kanser hastalarinda kullaniimaktadir

(Milazzo ve ark., 2011). Mevcut galismalara dayanarak, son derece saflastiriimis amigdalin'in
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toksik etkisi olmayan “terapdtik” konsantrasyonlarda uygulanabilecegi bildirilmektedir
(Blaheta ve ark., 2016). Kayisi cekirdegi 5,8 mg 100 g a-tokoferol ve 32,2 mg 100 g* &-
tokoferol icerir (Slover ve ark., 1983). Tokoferoller, insanlari oksidatif strese karsi korumada
ve lipidlerin ve lipit iceren gida maddelerinin depolanma sirasinda oksidasyona karsi
korunmalarinda raf émriini uzatmada 6nemli bir role sahiptir (Gliszczynska-Swiglo ve ark.,

2007).

Kayisi cekirdegi yaginin organizma Uzerinde olumlu ya da olumsuz bir etkiye sahip olup
olmadigi kesin olarak belirlenmemistir. Bu calismanin amaci kayisi ¢ekirdegi yaginin myeloma

hiicreleri Gzerinde antiproliferatif etkisini incelemektir.

Materyal ve Metot

Kayisi ¢ekirdek yaginin ekstraksiyonu: Kayisilar, Canakkale ilinin Kepez beldesinden
toplandi. Cekirdekleri etiivde (Mermert-UN55, Almanya) kurutulduktan sonra bir 6gltlict
(Premium-PRG 259, Premier) yardimiyla parcalandi. Cekirdegin yagini hekzan (Merk) ile
vakumlu déner buharlastiricida (Buchi-Rotavapor-R-2010, isvigre) ekstrakte edildi. Yagin
kimyasal bilesenleri Demir (2019) tarafindan yapilan galismada Gaz Kromatografi-Alev

iyonlasma Dedektér (GC-FID) kullanilarak belirlenmistir.

Hiicre kiiltiirii: Myeloma (FO ATCC CRL-1646) hiicre hatlari %10 FBS (Fétal sigir serumu), %0,1
gentamisin, %1 sodyum purivat ve %2 L-glumatin iceren DMEM kullanilarak %5 CO?, %95
bagl nem ve 379C kosullarini saglayan inkiibatérde (Steri-Cycle i160, Thermo Scientific)
kultiire edildi. Kayisi gekirdegi yaginin besi yeri icerisinde homojen olarak ¢oziinebilmesi igin
Dimetil stilfoksit (DMSOQ) kullanildi. Bunun igin 6nce %50 oraninda DMSQO’da ¢ozdirildikten

sonra DMEM ile dilisyonlari yapildi (Son uygulama hacminde DMSO miktari %0,5 altindadir).

Hiicre canlilik testi: Kayisi ¢ekirdegi yaginin myeloma hiicre proliferasyonu Ulzerine etkisini
belirlemek igin MTT (3-[4,5-dimethylthiazole-2- YL]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi
kullanildi. Hiicreler, 96 kuyucuklu plakalara (3x10° hiicre/mL) ekildi ve gece boyunca
kaltarlendi. Hicreler, cesitli konsantrasyonlarda kayisi ¢ekirdek yagi (DMEM’de 3750, 1875,
937,5, 468,7, 234,3, 117,1, 58,6, 29,3 ppm) ile 24 ve 48 saat boyunca inklibe edildi. Sadece
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DMEM ve %0,1 Triton X-100 sirasiyla negatif ve pozitif kontroller olarak kullanildi. Her
konsantrasyon (g tekrar halinde test edildi. 24 ve 48 saat inkiibasyon siiresinden sonra, son
miktari 0,5 mg/ml olacak sekilde kuyucuklara MTT stok sollsyonu (PBS igerisinde 5 mg/ml)
eklendi ve inkiibasyon %5 CO? ve 372C kosullarini hiicre kiiltiiri inkiibatériinde yaklagik 3
saat surdirildi. Formazan kristallerinin olustugu gorildikten sonra MTT sollisyonu
kuyucuklardan uzaklastirildi. Mor formazan kristallerinin ¢dziinmesi igin her kuyucuga 150 pl
DMSO ilave edildi ve yaklasik 30 dakika tam ¢dziinmenin saglanmasi igin plakalar yatay
calkalayicida (Thermo scientific) tutuldu. Absorbanslar mikroplate spektrofotometre

(Multiskan Go, Thermo Scientific) ile 570 nm'de 6l¢lldi.

istatistik: Tim calisma verileri (ic bagimsiz deneyden elde edildi. Sonuglar, ortalama =

standart sapma olarak ifade edildi. ICso degerleri Excel programi kullanilarak hesaplandi.

Bulgular ve Tartisma

Kanser, kanserin indiksiyonunda ve kotiye gidisinde dogrudan ve / veya dolayh bir rol
oynayan cevresel, kimyasal, fiziksel, metabolik ve genetik faktorleri iceren ¢ok asamal bir
hastaliktir. Kanser gelismesine yol agan biyolojik siireglerin anlasiimasi noktasindaki son
gelismelere ragmen, bu hastaligl kontrol altina almak igin yeni ve etkili ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Cesitli kayisi ¢ekirdegi ekstrelerininin ve kayisi gekirdeginde dogal olarak
bulunan Amigdalin maddesinin antikanser etkilerinin olduguna dair ¢alismalar mevcuttur
(Cassiem ve Kock, 2019; Saleem ve ark., 2018). Bu calismada kullanilan kayisi g¢ekirdek
yaginin icerigi daha once yapilan bir ¢alismada belirlenmistir. Yagin kimyasal bilesenleri
%45,9 oleik asit, %19,8 linoleik asit, %19,3 lineoleaidik asit, %7,7 linolenik asit, %3,6
undekanoik asit, %1,7 kaprilik asit, %1,2 elaidik asit, %0,6 laurik asit ve %0,2 stearik asit

olarak belirlenmistir (Demir, 2019).

Bu calismada yapilan hicre canlilik testi, Canakkale ilinde yetisen kayisi ¢ekirdek yaginin
myeloma hiicrelerinde vylksek konsantrasyonlarda ©6nemli o&lgiide hiicre ¢ogalmasini
onledigini gosterdi. Cesitli konsantrasyonlarda (29,3, 58,6 117,2, 234,4, 468,8, 937,5, 1875 ve
3750 ppm) yaga 24 saatlik maruziyetten sonra hiicrelerin canliligi sirasiyla %106,51, %100,54,
%91,00, %92,23, %72,79, %55,93, %57,55, %47,45 oranlarinda ve 48 saatlik maruziyetten
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sonra hicrelerin canlilik oranlari sirasiyla %112,57, %119,62, %122,87, %122,85, %106,24,
%55,99, %48,12 ve %47,78 oranlarinda azaldigi gozlendi (Sekil 1 ve 2). ICso degeri 24 saat igin
2894,62 ppm ve 48 saat i¢in 1390,68 ppm olarak bulundu.

MTT Senuglari
W 24 saat W48 saat
1400

1200

100,0
60,
40,
20,

0,0

117,2 2344 468,8 937,5 18750 3750,0

Hiicre canhhgi{%)
@x
(=)
S o

[=]

[=]

Doz (ppm)

Sekil 1. Kayisi ¢ekirdegi yagina 24 ve 48 saat maruziyet sonrasi myeloma hiicrelerinin canlilik
ylzdeleri (%).

Sekil 2. Kayisi gekirdegi yaginin uygulanan en yiiksek ve en kigiik dozlarinin myeloma hiicrelerine
etkisinin mikroskobik gorintileri (48 saat maruziyet).

Baska bir calismada, Gliney Afrika kayisi gekirdeginin cesitli ozitleri insan kolon kanser

hiicrelerinde (HT-29) 24 saat sonra doza bagli bifazik proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir.
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En disik ve en yiksek konsantrasyonlarda hiicre gogalmasini uyarirken, 500 pug/mL'de hiicre
cogalmasini inhibe ettigi gbzlenmistir. Buna karsilik, 72 saat sonra, disiik konsantrasyon
hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, 500 ug/mL ekstrakt hiicre proliferasyonunu
uyarmistir (Cassiem ve Kock, 2019). Diger calismada, hem tatli kayisinin hem de aci badem
cekirdeginin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin MCF-7 (insan meme kanser hiicresi), HCT-
116 (insan kolon kanser hicresi) ve HepG2 (insan karaciger kanser hiicresi) hicreleri
lzerindeki sitotoksisitesi MTT testi kullanilarak 6lgtilmustlr. Sonuglar, hem tatl kayisi hem
de aci badem gekirdeginin su, metanol ve etanol 6zitlerinin, gégus (MCF-7), kolon (HCT-116)
ve karaciger (HepG2) hiicresinin biylmesini hiicre hatlari arasinda farkli hassasiyet ile doza
bagli bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Aci badem ¢ekirdeklerinin metanol
ekstraktinin, HepG2 hiicrelerinde (ICso = 10,1 ug) ve ardindan ayni gesidinde su ekstraktinin
(ICso = 11,9 ug) maksimum sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir (Goma, 2013). Chen ve ark.
(2019) yaptiklari galismada, Kuzey Pakistan'dan (Gilgit-Baltistan) 19 kayisi (AP) gesidinin
cekirdekleri toplanmis ve aseton ile ekstrakte edilmistir. Metilen mavisi yontemi kullanilarak
yaptiklari hiicre canliligi testinde, HepG2 hicrelerini ekstrakt ile 72 saat maruziyet
sonrasinda en yiiksek inhibisyon Waflu Chuli/AP-9'un ¢ekirdeginde bulunmustur (EC50 =
15.70 + 3.77mg / mL) (Chen ve ark., 2019). Li ve ark. (2016) aci kayisi esansiyel yagi (Semen
Armeniacae amarum) insan epidermal keratinosit hiicre hatti olan HaCaT hiicrelerinin
biytumesini inhibe ettigini bildirmislerdir (IC50: 142,45 pg/ml). Bu ¢alisma sonuglari kayisinin
antiproliferatif etkilerinin gosterildigi ¢calisma sonuglari ile benzerdir. Sonug olarak, kayisi
cekirdegi yaginin miyeloma hiicreleri izerinde zamana ve doza bagimh antiproliferatif etkisi

vardir.
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Sanhurfa ilinde Bazi Agir Metal (Cd ve Pb) Kirliliginin Giivercin Kanlarinda Mevsimsel
Degerlendirilmesi*

Ozlem UTME? Fiisun TEMAMOGULLARI*

Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji ABD, Sanlurfa, TURKIYE

Ozet: insan faaliyetlerinin artisi ile birlikte her gecen giin agir metal kirliligi de artmaktadir.
Cevre kirliliginin belirlenmesinde kuslar iyi bir biyomonitér canlidir. Agir metaller canl
organizmalarda birikerek zehirli ve zararli etkilere neden olmaktadir. Bu galismada, Sanhurfa
ili merkez ilgelerinde (Eyylibiye, Haliliye, Karakdpri ve Surug) her mevsimde belirlenen
aylarda (Kasim 2016, Subat 2017, Mayis 2017 ve Agustos 2017) glivercin yetistiricilerinden
saglanan 64 adet glivercinden (32 disi, 32 erkek) kan 6rnekleri alindi. Calismada toplanan
tim kan &rnekleri laboratuara tasinirken ve analizlere hazirlanincaya kadar soguk zincir
kurallarina dikkat edildi. Toplanan kan Ornekleri rulo mikserde 1-2 saat homojenize
edildikten sonra homojenatlarin 1mL’sine 2mL nitrik asit (%67 v/v) ve 0.2 mL hidrojen
peroksit (%31 v/v) eklendi. Ornekler porselen kroze icerisine aktarilarak mikrodalga firinda iki
farkli basamakta ¢6ziimlendi. Mikrodalga uygulamalari birinci basamakta 5 dakika boyunca
400 W gli¢ uygulanarak, ikinci basamakta ise 5 dakika boyunca 800 W gii¢ uygulanarak
gergeklestirildi. Coziimleme islemi sonrasi numuneler sogumaya birakilarak 15 mU’lik
polietilen tlplere aktarildi. Kan oérneklerinde kursun ve kadmiyum diizeyleri indiktif
eslesmis plazma-kitle spektrometresi (ICP-MS) ile analiz edildi. Analiz sonucunda Kursun:
Haliliye 233.1 = 25.7 ppb, Karakopri 101.2 +29.7 ppb, Eyylbiye 81.3 + 22.7 ppb, Surug
48.1+27.1 ppb, Kadmiyum: Haliliye 30.6 £12.6 ppb, Karakopri 35.7 9.2 ppb, Eyylibiye 28.1
+8.7 ppb, Suru¢ 16.8 4.1 ppb olarak olguldi. Glvercinlerdeki Kursun ve Kadmiyum
miktarlari erkeklerde disilerden fazladir. Trafigin yogun yasandigi Haliliye merkez ilgesinde
kursun dizeyi; bilingsiz yapilasmanin yasandigi merkez ilce Karakopri'de ise kadmiyum
diizeyi yiiksek bulundu. Mevsimsel olarak ilkbahar (Mayis) mevsiminde kursun, ilkbahar ve
Sonbahar mevsiminde kadmiyum diizeylerinin diger mevsimlerden daha ylksek oldugu
belirlendi. Sonug olarak, Sanlurfa merkez ilgelerinde hava kirliliginin belirlenmesine ydnelik
yapilan bu calisma sonucunda, toplu tasima ara¢ kullaniminin arttirilmasi, dogaya zarar
vermeyen farkli enerji kaynaklarinin kullaniimasinin tesvik edilmesi, planl kentlesme
yayginlastiriimasi ve agaglandiriimanin arttiriimasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Giivercin, Kadmiyum, Kan, Kursun.

*Bu tez Harran Universitesi Arastirma Fon Saymanlig Tarafindan 16196 proje numarasi ile
desteklenmistir.
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Seasonal Evaluation of Some Heavy Metals (Cd and Pb) Pollution in Pigeon Blood Samples

in $anliurfa Province

Abstract: Heavy metal pollution increases day by day parallel to human facilities. Birds are
good biomonitoring creatures to determine environmental pollution. Heavy metals lead to
toxic and harmful effects by accumulating in living organisms. In this study, we obtained
blood samples of 64 pigeons (32 females, 32 males) which were provided from pigeon
breeders in particular months of each season (November 2016, February 2017, May 2017 ve
August 2017) in central districts of Sanliurfa (Eyylbiye, Haliliye, Karakoprt, and Surug). All
blood samples collected in the study were carried to laboratory and preserved until analysis
time watching out cold-chain rules. Following homogenisation of the collected blood
samples for one to two hours in roller mixer,2 mL nitric acid (67% v/v) and 0.2 mL hydrogen
peroxide (31% v/v) was added to each 1 mL of homogenates. Samples were transferred into
porcelain crucible to resolve in microwave oven in two different steps. Microwave
procedures were realized with a force of 400 W for five minutes in the first step and with a
force of 800 W for five minutes in the second step. Samples were cooled and transferred
into polyethylene tubes of 15 mL following resolution. Lead and cadmium levels of blood
samples were analyzed with Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry. According the
analysis lead levels were measured as 233.1 + 25.7 ppb in Haliliye, 101.2 £29.7 ppb in
Karakoprii, 81.3 + 22.7 ppb in Eyylbiye, 48.1+27.1 ppb in Surug, whereas cadmium levels
were measured as 30.6 +12.6 ppb in Haliliye, 35.7 9.2 ppb in Surug, 28.1 8.7 ppb in

Eyylbiye, 16.8 4.1 ppb in Surug.

Pb and Cd levels in the pigeons were higher in male than in the female. Lead level was high
in Haliliye Central District where heavy traffic occurred and cadmium level was high in
Karakopri Central District where unconscious housing is present. In seasonal approach, lead
was measured highest in Spring (May), while cadmium was higher in Spring and Autumn
compared to other seasons. Conclusively, as a result of this study that is planned to
determine air pollution in Sanlurfa central districts, it is suggested that increase in public

transport use, encouraging the use of different energy sources that wouldn’t harm the
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nature, dissemination of planned urbanization and enhancement of afforestation were

required.

Keywords: Blood, Cadmium, Lead, Pigeon.

Giris

Agir metal ile kirlenme ekosistemin yapisal ve fonksiyonel bitlnlGgini bolgesel ve yerel
dizeyde etkileyen 6nemli bir unsurdur (Qadir ve ark., 2009). Metallerin canli organizmasi
birikmesi patolojik degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir. immun sistemin normal
fizyolojik islevinin devam ettirebilmesi icin bakir ve c¢inko ihtiyag duyulurken, yine ayni
sistemde kadminyum ve kursun toksik etkiye sahiptir. Aslinda elementlerin canlilar {izerinde
zehirli etkisi alinan miktarina baghdir (Gasparini ve ark., 2014). Kus poptilasyonu insanlarin
neden oldugu cevre kirliligine duyarlidir. Kuslarin beslenmesi, blyimesi, yasi, ireme ve tly
dokme gibi fizyolojik ve biyolojik islemleri metal birikimi ve dagilimindan etkilendigi icin
cevre kirliginin belirlenmesinde biyoindiikatoér olarak kullaniimaktadir (Berglund ve ark.,
2011; Abduljaleel ve ark., 2012). Kuslar genel olarak agir metallere gida, igme suyu, toprak,
solunum ve deri yoluyla; tlylerini temizlerken maruz kalirlar (Dauwe ve ark., 2004; Malik ve
Zeb, 2009; Binkowski ve Meissner, 2013; Carvalho ve ark., 2013). Yiiksek miktarda agir metal
maruziyeti kuslarda yumurta kabugunu incelmesine, lireme yetersizligine, bagisiklik
sisteminin baskilanmasina, embriyolarda gelisim ve sekil bozukluguna, 6lime neden olarak
populasyonun azalmasina yol agabilecegi belirtilmistir (Spahn and Sherry 1999; Burger and
Gochfeld 2000). Agir metaller oksidatif strese olusturarak DNA hasarina sonug olarak
kuslarda mutasyon goérlilme oranini artirabilmektedir (Bickham ve ark., 2000; Dahl ve

ark.,2001; Eeva ve ark., 2006).

Diinya’da atmosferik hava kirliliginin degerlendirilmesi igin yabani kuslar ve yari evcil
givercinlerle ilgili bircok calisma yapilmistir (Schilderman ve ark., 1997;ikemoto ve ark.,
2005; Berglund ve ark., 2011; Binkowski ve Meissner, 2013; Kim ve Oh, 2013). Guvercinlerin
yaslarinin uzun olmasi (18+ yil) insanlarla ayni yasam kosullari ve atmosferi paylasmalari
nedeniyle cevre Kkirliliginin belirlenmesinde kullaniimasi uygundur. ABD, Banglades, Cin,

Hollanda ve Kore’ de cgevre kirliliginin belirlenmesi amaciyla givercinlerin kullanildigi
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arastirmalar yapilmistir(Cui ve ark., 2013). Bu g¢alisma, Sanliurfa Blyiksehrinde farkli
ilcelerde, mevsimlerde ve cinsiyette glivercin kan oOrneklerinde Kadmiyum ve Kursun

miktarlari ICP-MS cihazi ile 6lglilmesiyle alaninda yapilan ilk ¢alisma 6zelligini tagimaktadir.

Materyal-Metot

Bu ¢alismada, hava kirliliginin mevsimsel ve ilge bazinda degerlendirilmesi yapilarak Sanhurfa
ilindeki givercinlerin  hava kirliliginden ne derece etkilendiklerinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu calismasinin yapilmasina 22/07/2016 tarihli ve 2016/24 sayili karar ile
Dollvet Hayvan Deneyleri Yerel Kurul Komitesi tarafindan izin verildi. Arastirmamizda
Sanlurfa ili sinirlari icerisinde bulunan nifusu yogun olan Surug, Haliliye, Karaképri ve
Eyylbiye ilgelerindeki glivercin yetistiricilerinden temin edilen, sihhi yem ile beslenen 64
adet glivercinin (32 disi, 32 erkek olmak Uzere) her mevsimi temsilen, Agustos 2016 (Yaz),
Kasim 2016 (Sonbahar), Subat 2017 (Kis) ve Mayis 2017 (Bahar) aylarinda olmak Uzere 4
farkli mevsimde belirli miktarlarda kan érnekleri toplanmistir. Bu kan 6rneklerinde, ICP-MS
(indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi) dlglim cihazlarinin yardimiyla

Kursun ve Kadmiyum igerikleri tespiti Carneiro ve ark. (2015) kullandigi metotla yapiimistir.

istatistiksel Analizler: istatistiki analizlerde SPSS 21,0 paket programi kullanilarak varyans
analizleri yapilmis ve etkisi dnemli bulunan ozelliklere ait ortalamalarin karsilastiriimasinda

LSD ¢oklu karsilastirma testinden yararlanildi.

Bulgular

Sanhurfa ilinde; Haliliye, Eyylbiye, Karaképri ve Surug ilgelerindeki glivercin
yetistiricilerinden aldigimiz 64 adet givercin kan numunelerinde Kursun; Haliliye 233.1 +
25.7 ppb, Karakopri 101.2 +£29.7 ppb, Eyylibiye 81.3 + 22.7 ppb, Suru¢ 48.1£27.1 ppb,
Kadmiyum; Halililiye 30.6 £12.6 ppb, Karakoprii 35.7 £9.2 ppb, Eyyilbiye 28.1 8.7 ppb, Surug
16.8 +4.1 ppb olarak olgtlmustir. Yapilan dlclimler sonucunda Haliliye bdlgesinde Kursun
miktari diger ilgelerden yiiksek bulunmustur. Tablo 1. Sanliurfa Merkez ilgelerine ait Cd ve Pb
miktarinin cinsiyet gore ortalama ve standart sapmalari (SS ) gore sirasiyla verilmistir. Grafik

I. Sanlurfa Merkez ilgelerine ait Cd ve Pb miktarlarinin mevsimsel miktarlari verilmistir.
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Tablo 1. Sanlurfa Merkez ilgelerine ait Cd ve Pb miktarinin cinsiyet gére ortalama ve standart
sapmalari (£SS ) gore sirasiyla verilmistir.

CiNSIYET Disi ERKEK
Kursun (ppb) 100,75422,17 128,81429,72
Kadmiyum (ppb) 26,64+1,94 29,35+2,10

Alinan kan orneklerinde erkek hayvanlarda Cd ve Pb miktarlari disi hayvanlardan daha

yiiksek oldugu belirlenmistir.

Grafik 1. Sanliurfa Merkez ilcelerine ait Cd ve Pb miktarlarinin mevsimsel miktarlari.

200 +
150 -

100 -

Konsantrasyon {ppb)

2016Kasim 2017Subat 2017Mayis  2017Agustos

Mevsimler

Sanliurfa merkez ilcelerde alinan kan &rneklerinde Kasim, Subat ve Agustos aylarinda Pb
miktari benzerdir. Ancak Bahar, mevsiminin temsilcisi olarak segilen Mayis ayinda diger
aylara istatistiki olarak fark 6nemlidir. Mayis ayinda toplanan kan &rneklerinde kursun
miktari diger aylara gore ylksek ¢ctkmistir. Cd miktari Kasim ve Mayis ayinda benzer; Subat ve
Agustos aylarinda ise istatistiki olarak fark dnemli bulunmustur (p<0.05). Cd miktari Kasim ve

Mayis aylarinda diger aylardan yiksek ¢ikmistir.
Tartisma

Sanlurfa merkez ilgeleri arasinda yogun arag trafiginin yasandigi Haliliye ilgesinde glivercin

kanlarinda Pb miktari (233.1 + 25.7 ppb) yiksek ¢ikmistir. Schilderman ve arklari (1997)
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glvercin kanlarinda kursun miktarini yogun arag trafigi olan bolgelerde 2531182 ppb, orta
dereceli arag trafigi olan bolgelerde 73.3 +18.6 ppb, Maastricht 33+30.4 ppb ve Assen de
26.6+ 17.9 ppb olarak tespit etmislerdir. Elabi ve ark. (2010), Fas da gilivercin kanlarinda P
miktarini Kamra 16.4+1.60 ppb, sehir merkezinde 22.12+2,56 ppb, Oulja 31.33+2.85 ppb ve
Alla Behraoui de 11.17+2.14 ppb; Kouddane ve ark. (2016,) yine Fas da glvercin kanlarinda
Pb miktarini endistriyel bolgelerde 206.36+34.97 ppb, sehir merkezinde 167.54+31.65 ppb,
orta arag trafigi olan bolgelerde 68.98+22.58 ppb ve daha az kirli bélgelerde 25.14+6.02 ppb
olarak tespit etmislerdir. Scheuhammer ve ark. (1999), kursun maruziyetinin belirlenmesinde
ornek olarak kanin kullanilmasi ile ilgili yaptiklari ¢alismada kanda kursun miktarinin 48+ 33
ppb olmasinin normal, 150 ppb miktarinin ise anormal kusun maruziyetini belirtmedigini
ancak kanda 200 ppb miktarinda kursun bulunmasinin hafif kursun maruziyeti olarak
degerlendirilmesi gerektigini ifade etmiglerdir. Mevcut c¢alismalarla karsilastirildiginda
Haliliye ilgesindeki glivercin kanlarindaki Pb miktari Schilderman ve ark. (1997), ve Kouddane
ve ark. (2016), tarafindan yapilan ¢alismalarla benzerlik géstermektedir. Her iki yazarda Pb
miktarinin bu denli yiksek gikmasini yogun arag trafiginden kayanaklanmis olabilecegini
ifade etmigslerdir. Haliliye ilgesi Sanhurfa ilinin en biyik merkez ilcesi olmasi yanisira sehir
trafiginin de en yogun yasandigl bdlge olmasi nedeniyle Pb miktari diger ilgelerden yiksek

ctkmistir.

Pain (1996), Franson (1996), Friend ve Franson (1999) kan Pb miktarinin 0.5-1 ppm (yaklasik
2.6- 5.2 ppm ) oldugunda biyolojik islevlerin bozuldugu ve klinik belirtilerin ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir. Beyer ve ark. (2004) bir galismada o6tlcli kuslarda kanda Pb miktarinin
artmaslyla iliskili olarak delta-aminolevulinik asit dehidratazi % 50'den fazla inhibe etigini
ama Cd maruziyetinin bu olaya etki etmedigini bulmuslardir. Kanda Pb miktarinin 400 ppb
Uzerine g¢ikmasi kuslarda fizyolji islevleri bozdugu (Eiser, 1988) ve 200 ppb (izerinde delta-
aminolevulinik asit dehidratazin engellenmesine bagl subklinik belirtiler ortaya c¢iktigi

belritilmistir (Buekers ve ark., 2009).

Kanda kadiyum yogunlugunu belirlemeye yonelik bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Schilderman ve

ark. (1997), Amsterdam da 4 farkli bolgesinde yasayan gilvercin kanlarinda Cd miktarini

bolgelere gore sirasiyla yogun arag trafigi olan yerde 5.24+2.48 ppb, orta derceli arag trafigi
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olan yerde 6.20+2.96 ppb, Maastricht de7.58+2.60 ppb ve Assen de 6.67+2.0 ppb olarak
tespit etmislerdir. Elabidi ve ark. (2010), Fas ta glivercin kanlarinda yaptiklari bir ¢alismada
Kamra da 1.58+0.35 ppb, sehir merkezinde 2.24+ 0.3 ppb, Oulja da 1.13+0.3 ppb ve Allal
Behraoui de 0.34+0.04 ppb miktarinda Cd belirlemislerdir. Kouddane ve ark. (2016), glivercin
kanlarinda Fas ta yaptiklari ¢alismada Cd miktarini az kirli bolgelerde 0.89+0.34 ppb, orta
dereceli arag kirligi olan yerlerde 2.48+1 ppb, sehir merkezinde 6.2+2.71 ve Endistriyel
bélgelerde 5.97+2.27 ppb tespit etmislerdir. Bu c¢alismada Cd miktari en fazla Haliliye
ilcesinde (35.7 +9.2 ppb) olgllmuUstiir. Mevcut calisma ve onceki yapilan calismalar

karsilastirildiginda Haliliye ilgesinde Cd miktari cok yiksek bulunmustur.

Farkl kus tirlerine ait kan 6rneklerinde Cd ve Pb miktari belirlemeye yodnelik birgok ¢alisma
yapilmistir. Brumbaug ve ark. (2010), Aufesi- Alaska bolgesinde yakalanan America dag
sercesi (n=1) ve kuzey ketenkuslarinda (n=3) yaptiklari ¢alismada sirasiyla Cd miktarini 140
ppb ve 4 ppb (iki kus tirinde ortalama 916 ppb), Pb miktarini ise sirasiyla 520 ppb ve 60 ppb
(iki kus ttriintin ortalamasi 2904320 ppb), Delong dag bolgesel ulagim sisteminde yola yakin
yerlerde yakalanan Amerikan agag sercelerinde (n=2) ve kuzey ketenkuslarinda (n=6) Cd
miktarini sirasiyla 4 ppb ve 7 ppb, Pb miktarini sirasiyla 3 ppb ve 30 ppb, New heart- Alaska
bélgesinde America dag sergesi (n=2) ve Savannah sercelerinde (n=6) Cd miktarini sirasiyla
14 ppb ve 20+20 ppb, Pb miktarini sirasiyla 490 ppb ve 3801140 ppb (iki tlriin ortalamasi
1815 ppb) olarak belirlemislerdir. Tsipoura ve ark. (2017), Delaware eyaletinde- A.B.D. go¢
eden kuslarin (Buytik kumkusu, deniz cullugu ve kizil bacak) mola yerlerinin erken dénemde
kan o6rneklerinde Buylk kumkuslarinda (n=15) Cd miktari sirasiyla 3.94+1.37 ppb, Pb 75.38%
15.52 ppb ve ge¢ donemde Cd miktari sirasiyla 1.98+0.41 ppb, Pb 105.40+ 18.78 ppb; erken
dénemde kan 6rneklerinde deniz gullugu (n=15) Cd miktar sirasiyla 2.54+1.42 ppb, Pb
145.00+ 12.56 ppb ve ge¢ donemde Cd miktari sirasiyla 1.49+0.41 ppb, Pb 33.60% 4.05 ppb;
erken donemde kan 6rneklerinde kizil bacak (n=15) Cd miktari sirasiyla 2.01+0.80 ppb, Pb
42.39+ 8.42 ppb ve ge¢ donemde Cd miktari sirasiyla 1.59+0.55 ppb, Pb 77.27+ 18.57 ppb
olara belirlenmistir. Burger ve Gochfeld (1997) kuzeybati Minesota da yasayan geng ve yasli
martilardan alinan kan érneklerinde Cd ve Pb miktalarini analiz etmislerdir. Analiz sonucunda
geng martlarda(n=14) Cd miktarini 99+16 ppb ve Pb miktarini 1243 ppb, yash martilarda ppb,
yash martlarda (n=14) Cd miktarini 6x1ppb ve Pb miktarini 29110 ppb olarak tespit
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etmislerdir. Newyork korfezinde 1993 yilinda yakalanan geng martilarda Cd miktarini 9+1
ppb, Pb miktarini 9415 ppb; yine 1994 yakalanan gen¢ martilarda Cd miktarini 47+12 ppb, Pb
miktarini 176+54 ppb yine ayni yil yasl martlarda Cd miktar 16x7 ppb Pb miktar 233+ 61
ppb olarak tespit edilmistir (Burger ve Gochfeld,1997).

Kug tirlerinde agir metal miktarlarinin farkli olmasinda agir metallerin kuslarda emilim
oranlarinin farkh olmasi yanisira farkli ¢akil veya kum tercih etmelerinden kaynaklanabilecegi
ifade edilmistir (Beyer ve ark., 1994).Mevsimsel olarak Bahar mevsiminde hem Cd hem de Pb
miktari diger mevsimlerden yiiksek oldugu belirlenmistir. Cai ve Calisi (2016) Newyork
sehrinde farkli mevsimlerde gesitli mahallelerde yetistirilen glvercinlerden toplanan kan
orneklerinde Pb miktari yaz mevsiminde diger mevsimlere gére en fazla oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni calisgmada kursun miktarinin yaz mevsiminde yiksek ¢ikmasini
glvercinlerde mevsime bagh aktivasyonlarinin artmasina bagh atmosferdeki kursuna daha
fazla maruz kaldiklari neden olarak gosterilmistir. Mevcut ¢alismada Cd ve Pb miktari Bahar
mevsiminde ylksek ¢ikmasinin nedeni yine mevsimsel aktivasyonlarin artmasina

baglanabilir.

Sonug

Trafigin yogun yasandigl Haliliye merkez ilgesinde kursun miktari; bilingsiz yapilasmanin
yasandigl merkez ilce Karakopride ise Cd miktari ylksek bulundu. Mevsimsel olarak bahar
(Mayis) mevsiminde Pb; Sonbahar ve bahar mevsiminde Cd miktarinin diger mevsimlerden
daha ylksek oldugu belirlendi. Sanliurfa merkez Karakopri, Haliliye, Surug ve Eyylbiye
ilcelerinde hava kirliliginin belirlenmesine yoénelik yapilan bu ¢alisma sonucunda, toplu
tagima ara¢ kullaniminin arttirilmasi, dogaya zarar vermeyen farkli enerji kaynaklarinin
kullaniimasinin tesvik edilmesi, planli kentlesme yayginlastiriimasi ve agaglandiriimanin
arttirlmasi gerekmektedir. Isitilma amagli kullanilan (kémdir, odun gibi) yakitlarin yerine

dogal elde edilen pirina v.b. kullanimi tesvik edilmeli ve yayginlastiriimalidir.
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Ratlarda Akut Kadmium Toksikasyonunda Merkezi Sinir Sisteminde GFAP

Ekspresyonlarinin Arastiriimasi

ismail BOLAT? Yavuz Selim SAGLAM! Serkan YILDIRIM? Gizem ESER! Muhammed Bahaettin
DORTBUDAK!

!Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, Erzurum, TURKIYE

Ozet: Agir metaller tiim diinyada yaygin gériilen gegmisten bugiine kadar siiregelen énemli
saglik sorunlarindan birisidir. Bu toksik metallerden birisi de kadmiumdur. Bu agir metal, arag
trafiginin ¢ok yogun oldugu otoyol kenarlarinda, sanayilesmenin fazla oldugu bolgelerde
ylksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Kadmium viicuda sindirim, solunum ve deri
yoluyla alinir. Kadmiumun biylk bir kismi karaciger ve borekte az bir kismi ise dalakta birikir.
Bu organlarin disinda kadmiumun kan beyin bariyerini gegebilme yetenegi sayesinde beyinde
de birikip ciddi norolojik hasarlara neden oldugu da bildirilmistir. Bu ¢alismada kadmiumun
merkezi sinir sisteminde olusturdugu hasari ve bu hasarda beyin dokusunda GFAP
ekspresyonunun dlzeylerinin nasil etkilendigini arastirmak amaglandi. Bu amagla, on alti
adet 200-220 gr agirliginda Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar rastgele her grupta
sekiz adet rat olacak sekilde iki gruba ayrildi. 1. Grup kontrol grup, adlibitum olarak standart
pelet yem, igme suyu ve intra peritoneal olarak serum fizyolojik uygulandi. Cd Grubu:
fizyolojik serum uygulamasinin gergeklesmesinden bir saat sonra, bu grup IP enjeksiyonu ile
tek bir doz halinde 0.025 mmol/kg Cd uygulandi. Deneme sonunda tim ratlar ketaminle
anesteziye alinarak sakrifiye edildi, beyin dokulari % 10 formalin solusyonuna alindi. Alinan
beyin dokulari histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi. Histopatolojik
bulgularda beyin dokusunda kontrol grup normal histolojik gorinimde oldugu tespit
edilirken Cd grupta beyinde nodronlarda nekroz ve dejenerasyon, paransim ve meningeal
damarlarda hiperemi tespit edildi. immunhistopatolojik bulgularda beyin dokularinda kontrol
grubunda ¢ok hafif diizeyde GFAP ekspresyonu goézlenirken Cd grubunda siddetli diizeyde
GFAP ekspresyonu gorildl. Yapilan bu galisma, GFAP ekspresyonunun artigi Cd toksisitesinin
patogenezini anlamada 6nemli bir ¢alisma olmustur, sonra ki yapilacak olan galismalara
onemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: GFAP, Histopatoloji, Kadmium.
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Investigation of GFAP Expression in The Central Nervous System in Acute Cadmium

Toxication in Rats

Abstract: Heavy metals are one of the most important health problems that are common in
the world. One of these toxic metals is cadmium. This heavy metal is present at high
concentrations in areas where industrial traffic is high, at highways where vehicle traffic is
intense. Kadmium is taken up through the digestive, respiratory and skin of the body. Most
of the cadmium accumulates in the liver and kidney and a small part in the spleen. Apart
from these organs, it has been reported that cadmium accumulates in the brain and causes
serious neurological damage thanks to its ability to cross the blood brain barrier. The aim of
this study was to investigate the effects of cadmium on central nervous system damage and
the effects of GFAP expression on brain tissue. Sixteen male Wistar albino rats weighing 200-
220 g were used for this purpose. Rats were randomly divided into two groups with eight
rats in each group. 1.Group control group, as adlibitum, standard pellet feed, drinking water
and intra-peritoneal saline was applied. Cd Group: One hour after physiological serum
administration, this group received 0.025 mmol / kg Cd as a single dose with IP injection. At
the end of the experiment, all rats were anesthetized with ketamine and were sacrificed.
Brain tissues were taken to 10% formalin solution. Brain tissues were examined
histopathologically and immunohistochemically. In control group, histopathological findings
revealed normal histologic appearance in brain tissue. Cd group showed necrosis and
degeneration in neurons, hyperemia in parenchymal and meningeal vessels. A very mild
level of gfap expression was observed in brain tissue in control group and severe GFAP
expression in Cd group. We believe that it will make significant contributions to future
studies and increased expression of GFAP has been an important study in understanding the

pathogenesis of Cd toxicity.

Keywords: Cadmium, GFAP, Histopathology.

GiRiS

Gelisen diinyada sanayii endustrisindeki yenilikler ile hayatimizda pek c¢ok kolayliklar

saglanmistir. Fakat bu gelisim beraberinde pek ¢ok saglik problemini de ortaya ¢ikarmasina
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sebep olmustur. Bu saglik problemlerinin baslica nedenleri sanayi artiklari olan demir,
kursun, arsenik, bakir ve kadmium gibi agir toksik metallerdir. Kadmium (Cd) canli
organizmalar izerinde karsinojenik, mutojenik ve toksik etkileri bulunan agir bir metaldir. Cd
viicuda sindirim, solunum ve deri yoluyla alinir. Sindirim yoluyla alinan Cd hayvan tirlerine
gbre % 0,5-12 oraninda sindirim kanalinda emilir. Cd buharinin neredeyse tamami
akcigerlerden emilir. Bu da bize sigara da bulunan bu elementi 6nemli kilar. Cd tuzlari ise deri
vasitasiyla % 4’ e kadar emilebilir (Baldwin ve Marshall, 1999). Cd viicuda girdikten sonra
kanda bulunan proteinlere ve kan hiicrelerine baglanarak viicutta tasinir. Cd’ nin blyik bir
kismi karaciger ve borekte az bir kismi ise dalakta birikir (Thévenod, 2003). Bu organlarin
disinda Cd’ nin kan beyin bariyerini gegebilme yetenegi sayesinde beyinde de birikip ciddi
nérolojik hasarlara neden oldugu da bildirilmistir (Li, 2016). Kadmium ile ilgili son yillarda
yapilan ¢alismalarda Parkinson (Okuda ve ark., 1997) ve Alzheimer (Panayi ve ark., 2002;
Notarachille ve ark., 2014) hastaliginin meydana gelmesinde énemli bir risk faktort olarak

karsimiza ¢ctkmaktadir.

Merkezi sinir sistemi 2 farkl hiicre grubundan olusur. Birincisi néronlar, ikincisi ise
astrositler, oligodentrositler, ependimal hicreler ve mikroglialarin olusturdugu glial
hiicrelerdir. Bu glial hiicreler néronlarin desteklenmesinde oldukga biiylik dneme sahiptirler.
Ozellikle astrositler kan beyin bariyeri ile néronlar arasinda kdprii gérevi gérerek néronlara
buytk bir destek saglamaktadirlar (Bacci ve ark., 1999; Terni ve ark., 2016; Dimou ve ark.,
2014). Yabanci maddelerinde beyne girisini engellerler. Ayrica bazi toksik metallerin de
sitotoksik etkilerini engellerler (Tiffany-Castiglioni ve ark., 1989). Glial fibrial asidik protein
(GFAP) olgun astrositlerde ana ara filament olan bir proteindir. Ayni zamanda astrositlerin
gelisimi sirasinda da astrositlerin iskeletinin olusmasinda ve birgok fonksiyonunda rol alan
onemli bir proteindir (Eng ve ark., 2000; Middeldorp ve Hol, 2011). Deneysel ¢alismalarda;
alerjik ensefalomyelitis, dikloromethan, trichloroethane, xylene, dichloromethane, triethyl
tin methyl mercury, colchicine, and kainate, 6-hydroxydopamine, 1-methyl- 4-phenyl-1,
2,3,6-tetrahdropyridine (MPTP), ethanol ve 3,3’ iminodipropionitrile gibi nd&rotoksik
calismalarda GFAP ekspresyon diizeyleri hassas bir biomarker olarak saptandigi bildirilmistir
(McLendon ve Bigner, 1994). Scrapi, Alzheimer, Creutzfeldt-Jacob Disease, ratlarda gri

maddede 6-hydroxydopamine lezyonlarinda, ratlarda cerebral kortekste meydana gelen
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mekanik lezyonlarda GFAP miktarinda artis oldugu bildirilmistir (McLendon ve Bigner, 1994) .
Yapilan bazi ¢alismalarda, Cd, Tl, Zn ve Pb gibi agir metallere maruz birakilan hayvanlarda
agir metallerin glialarda biriktigi ve toksik etkileri sonucunda gial hicrelerde morfolojik

degisiklikler olusturdugu bildirilmistir (Hossain ve ark., 2009, Rai ve ark., 2010).

Kadmiumun kan beyin bariyerini gecebilme yetenegi sayesinde beyinde birikip ciddi nérolojik
hasarlara neden oldugu da bildirilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda. kadmiumun beyinde
hiicresel ve biyokimyasal etkileri birgok arastirmada ortaya konmasina ragmen, maalesef
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Favorito ve ark., 2017). Bu nedenle Cd
toksikasyonunun patogenezini anlamak amaciyla Cd toksikasyonuna bagli olusan beyin
hasarinda immunohistokimyasal olarak GFAP ekspresyon duzeylerinin nasil etkilendigini

arastirilmasi amaglandi.

Materyal ve Metot

Yapilan arastirmada, 200-220 gr canli agirliga sahip, 16 adet Wistar-albino irki, erkek ratlar
kullanildi. Ratlar Atatiirk Universitesi, Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM) Unitesinden temin edildi ve denemeye alinmadan 6nce ortama adaptasyonlarinin
saglanmasi amaciyla bir hafta siireyle ratlar bekletildi. Ratlar adaptasyon siiresince pelet yem
ve su adlibitum beslenmeye tabi tutuldular. Calismada Cd kaynagi olarak CdCl.5H,
(Kadmiyumklorirpentahidrat, CAS NO: 7790-78-5, Sigma) kullanildi. Denemeye alinan

hayvanlar her grupta n=8 adet olmak Uzere toplam 2 gruba ayrildi.

Grup I: Kontrol grubuna standart pelet yem, icme suyu ve intraperitonal (i.P.) olarak serum
fizyolojik (SF) verildi. Grup Il: Cd 0.025 mmol/kg olacak sekilde i.P. olarak tek doz verildi
(Yildirim ve ark., 2017).

Tim maddeler SF iginde ¢ozlilerek hazirlandi. Grup II'ye 5 giin boyunca SF uygulandi, 5. Giin
SF uygulamasindan 1 saat sonra Cd I.P. olarak uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra
doku ornekleri alinmak lzere sonlandirildi. 6. giinde ratlardan beyin doku 6rnekleri alindi.
Beyin doku ornekleri % 10" luk formalin igerisine alinip histopatolojik ve

immunohistokimyasal olarak incelendi.
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Histopatolojik inceleme: Yapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme amaciyla
alinan doku 6rnekleri %10’luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edildi. Rutin doku takip
islemleri sonucu parafin bloklara gdmildi. Her bloktan 4 um kalinhginda kesitler alind.
Histopatolojik inceleme icin hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanip 1sik
mikroskobu ile incelendi (Leica DM 1000, Germany). Kesitler immun pozitifliklerine gére yok

(-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

immunohistokimyasal inceleme: immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-
Lysin) lamlara alinan tim kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve
dehidre edildi. Daha sonra distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer sollisyonu (PBS, pH 7.2) ile
5dk yikanip, % 3’lik H,0, de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-10
dk yikandiktan sonra, nonspesifik zemin boyanmasini énlemek igin tim primer ve sekonder
antikorlarla uyumlu olan Protein blok ile 5 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda
doku kesitleri lizerinde kalan blok sollisyonunun fazlasi dokildikten sonra yikanma
yapilmadan primer antikorlar (GFAP) ve kontrol grubunda PBS damlatildi. Primer antikora
uygun olarak 1 saat oda sicakliginda ya da 1 gece +4°C’de bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk
yikanip, biotinize sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dk. inkiibe edildi. PBS ile tekrar
yikanan kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dk. bekletildikten sonra PBS ile ayni
sekilde yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere 3-3' Diaminobenzidine (DAB) kromojen,
damlatilarak kromojeni almasina gore 5-10 dk. bekletildi. Zemin boyanmasi icin Mayer’s
hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra musluk suyunda yikandi. Daha sonra alkol ve ksilol
serilerinden gecirilerek lamelle kapatildi ve 151k mikroskobu (Leica DM 1000) ile incelendi.
Kesitler immun pozitifliklerine gére yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak

degerlendirildi.
istatistiksel Analiz: Calismalar sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik

veri programinda iki ve ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-

way ANOVA sonrasi Duncan testi uygulanarak degerlendirildi.

122



Bulgular
Histopatolojik Bulgular: Kontrol grup; beyin dokularinin histopatolojik incelenmesinde,

normal histolojik gértiniimde oldugu tespit edildi (Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol grup, beyin dokusu, normal histolojik goriinim, H&E, Bar:50um.

Cd grup; beyin dokularinin histopatolojik incelenmesinde, ndronlarda dejenerasyon ve
nekroz, paransim ve meningeal damarlarda hiperemi tespit edildi (Sekil 2). Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli fark (p<0,05) tespit edildi. Histopatolojik bulgular

Tablo 1 de 6zetlendi.
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Sekil 2. Cd grup, beyin dokusu, néronlarda dejenerasyon (ok baslari), nekroz (oklar), damarlarda
hiperemi (yildiz), H&E, Bar:50pum.

immunohistokimyasal Bulgular: Kontrol grup; beyin dokularinin immunohistokimyasal

incelenmesinde, negatif GFAP ekspresyonu belirlendi (Sekil 3).
Cd grup; beyin dokularinin immunohistokimyasal incelenmesinde, astrositlerde siddetli
dizeyde GFAP ekspresyonu gozlendi (Sekil 4). Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistiki

olarak anlamli fark (p<0,05) tespit edildi. immunohistokimyasal bulgular tablo 1 de &zetlendi.

Tablo 1. Beyin dokusunda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin skorlanmasi.

Kontrol grup Cd grup
Noronlarda dejenerasyon, - +++
Noronlarda nekroz - ++
Meningeal ve paransim damarlarda hiperemi - +++
GFAP - T+
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Sekil 2. Cd grup, beyin dokusu, siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu (ok baslari), IHC-P, Bar:50um.
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Tartisma

Cd’un sanayide oldukg¢a yaygin olarak kullanilmasina bagh olarak c¢evrede birikip insan
sagligina ciddi sorunlar olusturmaktadir. Cd kaynagi olarak en 6nemli kirleticiler olarak
volkanik daglar oldugu bildirilmektedir. Cd gerek bilerek gerekse istenmeden kontamine
yiyecekler, su, toprak, toz veya hava ile de viicuda alinabilir (Meeker ve ark., 2008). Cd
viicuda sindirim, solunum ve deri yoluyla alinir (Baldwin ve Marshall, 1999). Cd viicuda
girdikten sonra kanda bulunan proteinlere ve kan hiicrelerine baglanarak viicutta tasinir. Cd’
nin biyuk bir kismi karaciger ve borekte birikir (Thévenod, 2003). Bu organlarin disinda Cd’
nin kan beyin bariyerini gecebilme yetenegi sayesinde beyinde de birikip ciddi nérolojik

hasarlara neden oldugu da bildirilmistir (Li, 2016).

Cd karacigerde siddetli nekrotik hepatitis, damarlarda hiperemi, portal alanlarda
monontkleer hiicre infiltrasyonu (Yildirim ve ark., 2017), giinltk (1 mg/kg) (CdCly) uygulanan
hayvanlarda yag dejenerasyonu, hidropik dejenerasyon ve fibrosize (Karaca ve ark., 2014)
sebep oldugu bildirilmistir. Bobreklerde medulla ve kortekste siddetli intertubuler
kanamalara ve tubiil epitellerinde dejenerasyon ve nekroza sebep oldugu ortaya konmustur
(Yildirim ve ark., 2017). Beyinde ise 5 mg/kg dozunda Cd uygulanan ratlarda, néronlarda
atrofi, dejenerasyon ve nekroz (El-Sokkary ve ark., 2011), Podarcis siculus’a 7 glin boyunca
giinde 2 mg/kg Cd uygulanan beyin dokusunda yaygin 6deme sebep oldugu goésterilmistir
(Favorito ve ark., 2017). Yapilan ¢alismada literatiirle uyumlu olarak Cd toksisite grubunda
noéronlarda dejenerasyon ve nekroz, paransim ve meningeal damarlarda hiperemi

gbzlenmistir.

Glial fibrial asidik protein (GFAP) olgun astrositlerde ara filament olan bir proteindir. Ayni
zamanda astrositlerin gelisimi sirasinda da astrositlerin iskeletinin olusmasinda ve birgok
fonksiyonunda rol alan énemli bir proteindir (Eng ve ark., 2000; Middeldorp ve Hol, 2011).
Astrogliozise neden olan travma, hastalik, genetik bozukluklar veya kimyasal maddelerin
toksik etkileri sonucunda astrositler reaktif hale gelir ve tepki verir. Astrogliozis olusumu ile
birlikte hizli bir sekilde GFAP ekspresyonu da artmaya baslar (Eddleston ve Mucke, 1993).

Deneysel olarak olusturulan gliosis modellerinde GFAP ekspresyonunun arttigi bildirilmistir
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(Eng ve Ghirnikar, 1994). Yapilan bu ¢alismada, immunhistokimyasal yéntemle belirlenen

GFAP ekspresyonlari Cd grubunda siddetli dizeyde arttigi gozlendi.

Zebra baliklarinda CdCl, uygulanarak yapilan bir galismada; GFAP saliniminin kontrol grubuna
oranla daha az oldugunu saptamislardir (Monaco ve ark., 2016). 10 uM CdCl, ratlarda
astrositlerden salinan GFAP miktarinin kontrol grubuna oranla daha az oldugu bildirilmistir

(Nedzvetsky ve ark., 2018).

Sonug olarak yapilan calismada tek doz 0.025 mmol/kg Cd uygulamanin beyin dokularinda
siddetli diizeyde hasar olusturdugu ve bu olusan hasar ayni zamanda GFAP ekspresyonunu
artirdigr gozlenmistir. GFAP ekspresyonunun artisi Cd toksisitesinin patogenezini anlamada
onemli bir ¢alisma olmustur, sonra ki yapilacak olan ¢alismalara énemli katkilar saglayacagi

kanaatindeyiz.
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Model Organizma Drosophila Melanogasterler de Bisfenol A Uygulamasi Sonucu DNA ve
Ureme Performansinda Meydana Gelen Degisimlere Karsi Resveratroliin Etkilerinin

Belirlenmesi

Ulas ACAROZ' Damla ARSLAN-ACAROZ? Fahriye ZEMHERI-NAVRUZ? Sinan iNCE*
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Ozet: Bisfenol A (BPA) gida ambalajlarinda 6zellikle regine ve plastiklerin {iretiminde yaygin
olarak kullanilan bir kimyasal maddedir. Bu madde oksidatif strese yol agmakta ve insanlarda
kanser de dahil olmak lzere cesitli hastaliklara neden olmaktadir. Resveratrol, lizimlerde ve
diger gidalarda bulunan polifenolik bir bilesiktir. Bu ¢alismada model organizma olarak
Drosophila melanogaster kullanildi ve BPA ile olusturulan DNA hasari ve lreme performansi
Uzerindeki resveratroliin olasi koruyucu etkisi arastirildi. Bu amagla, Drosophila
melanogaster’in besi yerlerine BPA ve resveratrol sirasiyla 25mM ve 0,08 mM dozlarinda
eklendi. DNA hasari Comet yontemi ile belirlendi. BPA uygulamasinin DNA hasarinda artisa
ve Ureme performansinda azalmaya neden oldugu belirlenirken resveratrol uygulamasinin
olusan DNA hasarini azalttigi ve lireme performansini arttirdigl saptandi. Sonug olarak
Drosophila melanogaster’lerde BPA uygulamasinin sebep oldugu olumsuz etkilere karsi

resveratroliin koruyucu 6zellik gésterdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol-A, Comet Analizi DNA hasari, Drosophila melanogaster,

Resveratrol.
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Determination of the Effects of Resveratrol Against Bisphenol A-induced DNA and

Reproductive Performance Alterations in Model Organism Drosophila Melanogasters

Abstract: Bisphenol A (BPA) is a chemical substance commonly used in food packaging,
especially in the production of resins and plastics. This substance induces oxidative stress
and causes a variety of diseases, including cancer in humans. Resveratrol is a polyphenolic
compound found in grapes and other foods. In this study, Drosophila melanogaster was used
as a model organism and the possible protective effect of resveratrol on BPA-induced DNA
damage and reproductive performance was investigated. For this purpose, BPA and
resveratrol were added to Drosophila melanogaster in 25mM and 0.08 mM doses,
respectively. DNA damage was determined by Comet method. It was determined that BPA
application caused an increase in DNA damage and a decrease in reproductive performance
while resveratrol application decreased DNA damage and increased reproductive
performance. Consequently, it was determined that resveratrol exhibited protective

properties against BPA- induced negative effects in Drosophila melanogasters.

Keywords: Bisphenol-A, Comet Analysiss, DNA damage, Drosophila melanogaster,

Resveratrol.

Giris

Bisfenol A (BPA) plastik biberonlarda, yiyecek ve igecek kaplarinda sikga kullanilan potansiyel
bir endokrin bozucu kimyasaldir (Rubin, 2011), BPA polimerlerden sizarak yiyecek ve su
kaynaklarina girebilecegi icin insanlarin bu kimyasala maruz kalma riski gittikce artmaktadir
(Poormoosavi ve ark., 2018). BPA'min insan vicudunda vyaygin bir sekilde Dbiriktigi
bildirilmektedir (Tzatzarakis ve ark., 2015). BPA maruziyeti kanser, endokrin, imminolojik ve

norolojik bozukluklar ile iliskilendirilmektedir (Kanwal ve ark., 2018).

Resveratrol, Gzim kabugu da dahil olmak Uzere, gilek, yerfistigi gibi bir ¢ok bitkisel trlinde
bulunan stilben tipi bir fitoaleksindir ve bu madde bitkiler tarafindan gevresel strese karsi
uretilmektedir (Howitz ve ark., 2003; Alturfan ve ark., 2012). Ozellikle, bircok bitki tarafindan

bakteri ve mantar gibi patojenlerin ataklarindan dolayi koruyucu olarak stilben sentaz enzimi
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enzimi araciligiyla Uretilmektedir (Kalin, 2009). Polygonurn cuspidatum koklerinden
sentezlenen resveratrol uzun zamandir geleneksel tipta kullaniimaktadir (Frémont, 2000). Bu
bilesik, antioksidan, antikoagiilan ve antikarsinojenik 6zellikler géstermektedir (Mizutani ve
ark., 2001; Bass ve ark., 2007). Sicanlarla yapilan bir ¢alismada ise akrilamid ile indiiklenen
toksisitede resveratroliin oksidatif strese ve DNA hasarina karsi etkisini beyin, akciger,
karaciger, testis ve bobrek dokularinda 8-OHdG, MDA, GSH, serum enzim aktiviteleri, sitokin
seviyeleri parametreleri analiz edilerek arastiriimistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler,
akrilamid toksisitesi ile artan oksidatif strese ve dna hasarina karsi resveratroliin koruyucu

etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Alturfan 2012).

Drosophila melanogaster hizli Greme potansiyeline sahip olan memelilerin fizyolojik ve
biyolojik &zellikleri ile benzerlik gosteren okaryotik bir canhdir (Pandey ve Nichols, 2011;
Miguel-Aliaga ve ark., 2018). Model organizma olarak oksidatif stres (Soares ve ark., 2017),
Omir uzunlugu (Pletcher ve ark., 2002; Arica ve ark., 2017), genotoksisite (Mukhopadhyay ve
ark., 2004) calismalarinda sikhkla kullaniimaktadir. Bu c¢alismada Bisfenol A’ya maruz
birakilan Drosophila melanogaster’lerde resveratroliin koruyucu etkisi arastirildi. Bu amagla
bisfenol A ve resveratrol uygulamalari sonucu Drosophila melanogaster’lerin lreme
performaslari ve pupa sayilari degerlendirildi ve Comet analizi ile uygulamalar sonucu

meydana gelen DNA hasari belirlendi.

Materyal ve Metod

Drosophila  melanogaster kiltlrleri, 24+1°C sicaklikta % 60-70 nemde laboratuvar
kosullarinda inkiibe edildi. Her grupta ciftlesmemis 10 disi ve 10 erkek ergin birey 50 ml besi
yeri iceren cam kltir siselerinde Bisfenol A, (Alfa Aesar; Karlsruhe, Germany) ve resveratrol
(Resveratrol, Terraternal, Santa Clara, USA) 15 giin yetistirildi. Besi yeri hazirlanmasinda 94 g
seker, 104 g misir unu, 6 g agar, 9 g bira mayasi, 6 ml asit karisimi (7.83 ml ortofosforik asit +
8.36 ml propiyonik asit + 1081 ml distile su) ve 1020 ml distile su, kullanildi. Drosophila
melanogaster’ler kontrol, aseton (% 1), DMSO (28 mM), BPA (25 mM; aseton iginde
¢ozdirilen), resveratrol (0.08 mM; DMSO icinde ¢6zdirilen) ve BPA ile resveratroliin birlikte
uygulamasinin yapildigi grup olmak lzere 6 deney grubuna ayrildi. BPA ve resveratrol

miktarlari sirasiyla Streifel ve ark. (2016) ve Bass ve ark (2007)'nin belirttikleri miktarlar esas
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alinarak belirlendi. Drosophila melanogaster’lerin pupa sayilari, Ureme performansi ve
Comet analizi ile de DNA hasari (Olive ve Banath, 2006) belirlendi. Ayrica DNA hasari
degerlendirmesinde tek yonlii varyans analizi (SPSS 20) ile Duncan post-hoc testi uygulandi.

p<0.05 degeri istatistiksel acidan dnemli kabul edildi.

Bulgular

Yapilan ¢alismada, 25mM BPA uygulamasinin Drosophila melanogaster’lerde pupa gelisimini
ve Ureme performansini azalttigi belirlendi. Buna karsin resveratrol ile birlikte BPA
uygulanmasi  sonucu Drosophila melanogaster'lerde sadece BPA verilen grupla

karsilastirildiginda pupa gelisiminin ve lireme performansinin arttig belirlendi.

Drosophila melanogaster’lerde DNA hasarinin BPA uygulanan grupta kontrol grubuna gére
fazla oldugu tespit edildi (p<0.05). Ancak resveratrol uygulamasinin BPA ile indiiklenen DNA
hasarini azalttigi belirlendi (p<0.05). Tek basina resveratrol, aseton ile DMSO uygulamasi
yapilan gruplarda pupa gelisimi, Greme performansi ve DNA hasarinin kontrol grubuna yakin
oldugu ve uygulanan miktarda resveratrol, aseton ile DMSO uygulamasinin olumsuz bir etki

gbstermedigi saptandi.

BPA ve resveratrol’in Drosophila melanogaster'lerde tek baslarina ve beraber
uygulamalarinin pupa gelisimi ve lGreme performansi Uzerine etkileri Tablo 1’de ve DNA

hasari bulgulari Sekil 1’de belirtilmistir.

Tablo 1. Bisfenol A’ya maruz birakilan Drosophila melanogaster’lerde pupa gelisimi ve Ulreme
performansi lzerine resveratroliin etkisi.

Ergen Pupa
Gruplar Disi % Erkek % Toplam Gelisim %
Kontrol 48 100 53 100 101 146 100
Bisfenol 9 18.8 8 15.1 17 41 28.1
Resveratrol 63 131.2 45 84.9 108 164 112.3
Bisfenol+Resveratrol 34 70.8 28 52.8 62 83 56.8
Aseton 45 93.8 46 86.7 91 140 95.9
DMSO 44 91.6 45 84.9 89 139 95.2

133



8 ¢ &

4

Kontrol

&3 Bisfenol

C3 Resveratrol
Bisfenol+Resveratrol
ED) Aseton

& DMSO

w
1
Q

DNA Hasar (AU)
N

-
1

o165

Sekil 1. Bisfenol A’ya maruz birakilan Drosophila melanogaster’lerde resveratrolin DNA hasari
lzerine etkisi. Farkh harfler istatistiksel agidan 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Tartisma

Yapilan bazi arastirmalarda BPA'nin Drosophila melanogaster’lerde BPA uygulamasinin
etkileri bildirilmistir (Ath ve ark., 2012; Atli 2013; Weiner ve ark., 2014). Weiner ve ark.
(2014), BPA'nin farkli konsantrasyonlarinin (0.1 mg/l, 1 mg/l or 10 mg/l) Drosophila
melanogaster'lerin larva gelisimi lzerine etkilerini degerlendirmislerdir. Calisma sonunda
dusuk dozlarda larva gelisimi arttirdigini (endokrin bozucu 6zelliginden dolay1) buna karsin
BPA’nin uygulanan yiiksek dozlarinda boyle bir etkinin gézlenmedigi bildirilmistir. Aksine Atli
ve ark. (2012) ayni dozlarda BPA uygulamasinin Drosophila melanogaster larvalarinda
larvadan pupaya, pupadan ergine gegcis ylzdelerinde anlamli bir degisim gozlenmedigini
fakat BPA uygulamalari ile hem ortalama pupalasma hem de ortalama erginlesme stirelerinin
geciktigini bildirmislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada 0.1, 1 and 10 mg/| dozlarindaki BPA
uygulamasinin Drosophila melanogaster’lerde dogurganligl azalttigi rapor edilmistir (Atl,
2013). Yapilan bu ¢alismada da BPA’nin yiiksek dozda verilmesine bagli olarak Drosophila
melanogaster’lerde Greme performansini ve pupa gelisimini olumsuz etkiledigi ve DNA hasari

meydana getirdigi belirlenmistir.

Model organizma olarak Drosophila melanogaster kullanilan birgok ¢alismada kimyasal

ajanlar tarafindan indlklenen zararh etkilere karsi antioksidan o6zellik tasiyan maddelerin
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koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Colak ve ark. (2017) Drosophila melanogaster’lerde
dioksin bilesiklerinin toksik etkilerine karsi koenzim Q10 ve resveratroliin koruyucu etkisini
arastirdiklari calismada dioksin (10 ug/ml) uygulanan gruplarda antioksidan statiiniin
dustigu ve oksidan seviyenin arttigl buna karsin resveratrol (100 uM) ve koenzim Q10 (150
pg/ml) uygulamasinin bu artislari engelledigi bildirilmistir. Costa ve Nepomuceno (2006)
Drosophila melanogaster’in somatik hiicrelerinde multi vitamin (Vitamin C, Vitamin E ve B-
karoten) karisiminin doksorubisinin (0.125 mg/ml) yol actigi genotoksik etkilere karsi
koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Nagpal ve Abraham (2019) Drosophila
melanogaster’in germ hiicrelerinde siklofosfamid (3mM) ile indiiklenen genotoksik hasara
karsi kahvenin (% 2) etkisini inceledikleri galismada kahvenin larva ve ergin sineklerin germ
hicrelerindeki mutasyonlari azalttigi ve antioksidan aktiviteyi arttirdigini bildirmislerdir. Bu
calismada da, antioksidan etkisi bilinen resveratroliin BPA tarafindan olusan olumsuz etkileri

azalttigl saptand.

Sonug

Sonug¢ olarak yiiksek dozda BPA uygulamasinin Drosophila melanogaster’lerde lreme
performansini olumsuz etkiledigi ve DNA hasarina neden oldugu belirlendi. Ancak BPA ve
resveratrol uygulamasinin yapildigi Drosophila melanogaster’lerde sadece BPA uygulanan

gruba goren Greme performansini arttirdigl ve DNA hasarini engelledigi saptandi.

Kaynaklar

1. Alturfan, A. A., Tozan-Beceren, A., Sehirli, A. 0., Demiralp, E., Sener, G., & Omurtag, G. Z. (2012).
Resveratrol ameliorates oxidative DNA damage and protects against acrylamide-induced oxidative
stress in rats. Molecular biology reports, 39(4), 4589-4596.

2. Atli, E. (2013). The effects of three selected endocrine disrupting chemicals on the fecundity of
fruit fly, Drosophila melanogaster. Bulletin of environmental contamination and toxicology, 91(4),
433-437.

3. Atli, E., & Unli, H. (2012). Developmental and reproductive effects of bisphenol A (Bpa) in
Drosophila Melanogaster. Hacettepe J Biol Chem, 40, 61-68.

4. Arica . C., Demirci S., Ozyilmaz A., Oz S., Arslantas E. (2017). Bazi makroalglerin Drosophila
melanogaster’in hayatta kalisi Gzerine etkileri. EgeJFAS. 34(4): 451-454.

5. Bass, T. M., Weinkove, D., Houthoofd, K., Gems, D., & Partridge, L. (2007). Effects of resveratrol on
lifespan in Drosophila melanogaster and Caenorhabditis elegans. Mechanisms of ageing and
development, 128(10), 546-552.

135



6. Costa, W. F., & Nepomuceno, J. C. (2006). Protective effects of a mixture of antioxidant vitamins
and minerals on the genotoxicity of doxorubicin in somatic cells of Drosophila melanogaster.
Environmental and molecular mutagenesis, 47(1), 18-24.

7. Colak, D. A., & Uysal, H. (2017). Protective effects of coenzyme Q10 and resveratrol on oxidative
stress induced by various dioxins on transheterozigot larvae of Drosophila melanogaster.
Toxicology research, 6(4), 521-525.

8. Frémont, L. (2000). Biological effects of resveratrol. Life sciences, 66(8), 663-673.

9. Howitz, K.T., Bitterman, K.J., Cohen, H.Y., Lamming, D.W., Lavu, S., Wood, J.G., Zipkin, R.E., Chung,
P., Kisielewski, A., Zhang, L.L., Scherer, B., Sinclair, D.A. (2003). Small molecule activators of
sirtuins extend Sacchar- omyces cerevisiae lifespan. Nature 425 (6954), 191-196.

10.Kanwal, Q., Qadir, A., Igbal, H. H., & Munir, B. (2018). Healing potential of Adiantum capillus-
veneris L. plant extract on bisphenol A-induced hepatic toxicity in male albino rats. Environmental
Science and Pollution Research, 25(12), 11884-11892.

11.Kahn, C. (2009). Effects of Acrylamide and Resveratrol On Rabbit Liver And Kidney Antioxidant
Enzymes (Doktora Tezi, Ortadogu Teknik Universitesi).

12.Miguel-Aliaga 1., Jasper H., Lemaitre B. (2018). Anatomy and physiology of the digestive tract of
Drosophila melanogaster. Genetics. 210(2): 357-396.

13.Mizutani, K., Ikeda, K., Kawai, Y., Yamori, Y., (2001). Protective effect of resveratrol on oxidative
damage in male and female stroke-prone sponta- neously hypertensive rats. Clin. Exp. Pharmacol.
Physiol. 28 (1-2), 55-59.

14.Mukhopadhyay I., Chowdhuri D. K., Bajpayee M., Dhawan A. (2004).Evaluation of in vivo
genotoxicity of cypermethrin in Drosophila melanogaster using the alkaline Comet assay.
Mutagenesis. 19(2): 85-90.

15.Nagpal, 1., & Abraham, S. K. (2019). Coffee mitigates cyclophosphamide-induced genotoxic
damage in Drosophila melanogaster germ cells. Drug and chemical toxicology, 42(5), 502-508.

16.0live P. L., Banath J.P. (2006).The comet assay: a method to measure DNA damage in individual
cells. Nat. Protoc. 1(1): 23-29,

17.Pandey U. B., Nichols C. D. (2011).Human disease models in Drosophila melanogaster and the role
of the fly in therapeutic drug discovery. Pharmacol. Rev. 63(2): 411-436,

18.Pletcher S. D., Macdonald S. J., Marguerie R., Certa U., Stearns S. C., Goldstein D. B., Partridge L.
(2002).Genome-wide transcript profiles in aging and calorically restricted Drosophila
melanogaster. Current Biol. 12(9): 712-723,

19.Poormoosavi, S. M., Najafzadehvarzi, H., Behmanesh, M. A., & Amirgholami, R. (2018). Protective
effects of Asparagus officinalis extract against Bisphenol A-induced toxicity in Wistar rats.
Toxicology reports, 5, 427-433.

20.Rubin, B. S. (2011). Bisphenol A: an endocrine disruptor with widespread exposure and multiple
effects. The Journal of steroid biochemistry and molecular biology, 127(1-2), 27-34.

21.Soares J. J., Rodrigues D. T., Gongalves M. B., Lemos M. C., Gallarreta M. S., Bianchini M. C.,
Denardin E. L. (2017).Paraquat exposure-induced Parkinson’s disease-like symptoms and oxidative
stress in Drosophila melanogaster: Neuroprotective effect of Bougainvillea glabra Choisy. Biomed.
Pharmacother. 95: 245-251,

22.Streifel, A. M. (2016). Effect of bisphenol-A on neurodevelopment in Drosophila melanogaster
larvae. All College Thesis Program. Paper 16. http://digitalcommons.csbsju.edu/honors_thesis/16

136



23.Tzatzarakis, M. N., Vakonaki, E., Kavvalakis, M. P., Barmpas, M., Kokkinakis, E. N., Xenos, K., &
Tsatsakis, A. M. (2015). Biomonitoring of bisphenol A in hair of Greek population. Chemosphere,
118, 336-341.

24.Weiner, A. K., Ramirez, A., Zintel, T., Rose, R. W., Wolff, E., Parker, A. L., Bennet, K., Johndreau, K.,
Rachfalski, C., Zhou, J., Smith, S. T. (2014). Bisphenol A affects larval growth and advances the
onset of metamorphosis in Drosophila melanogaster. Ecotoxicology and environmental safety,
101, 7-13.

137



Urolitiazisli Bir Kedi ve iki Kopekte Kotervin®in Etkinliginin Arastinimasi

ilknur Karaca BEKDIK! Oznur ASLAN® Hanifi EROL2 Umut ALPMAN?

'ERU Veteriner Fakiiltesi ig Hastaliklari ABD, Kayseri-Tiirkiye
2ERU Veteriner Fakiiltesi Cerrahi ABD, Kayseri-Tiirkiye
Ozet: Calismanin amaci, rolitiazisli bir kedi ve iki kdpege idrar kesesi ici uygulanan
Kotervin'in tedavideki etkinliginin belirlenmesidir. Calismanin materyalini ERU Veteriner
Fakiltesi Egitim, Arastirma ve Uygulama Hastanesi kliniklerine stranguri, hematiri ve andri
sikayetleri ile getirilen 5 yasli, erkek tekir bir kedi ile 13 yasli, erkek Golden Retriever irki ve 8
yasli, disi Belgika Malinois irki képekler olusturdu. Kedinin yapilan idrar muayesinde sitruvit
kristali ve ultrasonografik muayenesinde farkl buyukliklerde (0,5-1cm) drolit belirlendi.
Golden Retriever irki kopegin idrar muayesinde amorf fosfat kristalleri, rontgen ve
ultrasonografik muayenelerinde farkh ¢aplarda (0,49-0,93 cm) 4 adet Urolit belirlendi. Belgika
Malinois irki képegin idrar muayenesinde sitruvit ve sistin kristalleri ile ultrasonografik
muayenesinde yaklasik 5 cm capinda Urolit belirlendi. idrar kesesi bosaltildiktan sonra, kedi
ve Golden Retriever irki kdpege idrar sondasi, Belgika Malinois irki kopege sistosentez
yéntemiyle her uygulamada 10 ml olacak sekilde, idrar kesesi icine Kotervin® (Vedavet) giin
asir Ug kez verildi. Kotervin idrar kesesine verildikten sonra kese icinde 4 saat kalmasi
saglandi. Tedavi sonrasi kedinin urolitinin tamamen eridigi ve kdpeklerde trolitin belirgin bir
sekilde kiiculdigl belirlendi. Sonug olarak, farkh tip Urolitiazis problemi olan kedi ve
kopeklerde kotervinin tedavide yaral olabilecegi ve konu ile ilgili daha kapsamli ¢alismalar

yapilmasi gerektigi diislinuldi.

Anahtar Kelimeler: Kedi, Kotervin, Képek, Urolitiazis.
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Investigation of The Effectiveness of Kotervin® at Treatment in A Cat and Two Dogs with

Urolithiasis

Abstract: In the study was aimed that the effectiveness of Kotervin administration into
bladder in a cat and two dogs with urolithiasis is investigation. Tekir cat male, 5 ages, Golden
Retriever dog male, 13 ages and Belgian Malinois dog female, 8 ages were referred to
stranguria, hematuria and anuria symptoms to ERU Veterinary Faculty clinics. At the urine
and ultrasonographic examination of cat, struvite and different size uroliths (0.5 — 1 cm)
were determined, respectively. Amorph phosphate at urine examination and four different
size uroliths (0.49-0.93 c¢m) at radiographic and ultrasonographic examination of Golden
Retriever dog were observed. At the urine and ultrasonographic examination of Belgian
Malinois dog, struvite and cystine crystals and 5 cm size uroliths were determined,
respectively. After empty the bladder completely, 10 ml Kotervin® (Vedavet), on alternate
days and three times were administered to cat and Golden Retriever dog via catheter and
Belgian Malinois dog via cystocentesis. Kotervin stayed four hours in bladder. After the
treatment, cat was completely recovered whereas uroliths in dogs were significantly smaller.
As a result, it was thought that kotervin at the treatment of different types urolithiasis
problems in dogs and cats may be useful and more comprehensive studies must needed in

the future.

Keywords: Cat, Dog, Kotervin, Urolithiasis.

Giris

Urolit, idrar kristalojenik maddelerle asiri doygun hale geldiginde kristalin ve matriks
malzemelerinin toplanmasi sonucu bir veya daha fazla mineral tipinden olusmaktadir (1).
Urolitiazis Griner sistemde Urolit olusumlari ve bunlarin sonuglarina verilen isimdir (2).
Urolitler, Griner sistemde bulunduklari yerlere gore nefrolit, renolit, iireterolit, iirosistolit,
Uretrolit olarak isimlendirilirler (3). Kedi, kopek ve insanlarda olusan Urolitler Girat (amonyum
Urat, sodyum Urat ve Urik asit), sistin, magnezyum amonyum fosfat (strivit) ve kalsiyum
(kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat) olmak (Gzere dort ana mineral tipinde

gruplandirlabilmektedir (1).
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Uygun kosullarin varliginda, belirli bir tas tipindeki iyonik bilesenlerle idrarin asiri
doygunlugu, kristal olusumuna, kiimelenmeye, biylimeye ve tas olusumuna yol agar.
idrardaki asiri doygunluk &ncelikle i¢ hasta faktérlerinden, hastalik durumlarindan, su
dengesinden, diyetten, idrar pH'sindan, kristallesme inhibitorlerinin  varligindan,
kiimelenmeden, biylimeden ve ayrica bir iskelet matriksin varligindan etkilenmektedir.
Urolit olusumunu etkileyen risk faktorleri ise irk, yas, cinsiyet, triner sistemin anatomik ve
fonksiyonel anomalileri, metabolik anomaliler, Uriner sistem enfeksiyonlari, diyet ve idrar

pH'sini icermektedir. (4).

Kedi ve kopeklerde trolit olusumlarina her iki cinsiyette esit oranda rastlanmakla birlikte
erkeklerde Uretranin uzun ve dar olmasi nedeniyle Uretral tikanmalar daha sik gorilmektedir

(2,5).

Kedi ve kopeklerde en yaygin gorilen drolitlerin struvit ve kalsiyum oksalat oldugu
bildirilmektedir (3). Alkali idrar struvit taslari igin risk faktortdur. Struvit kristalleri, 6zellikle
idrarda pH 6.8'in (izerinde gorilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle kopeklerde idrar
yollarinin bakteriyel enfeksiyonlarinda bakterilerin idrar pH'sini arttirmasi nedeniyle struvit
taslarinin olusumu kolaylasmaktadir. Enfeksiyon kaynakh struvit kopeklerde, steril struvit ise
kedilerde en sik gortlen formdur (6). Asidik idrar ise kalsiyum oksalat kristallerinin olusumu

icin zemin hazirlamaktadir (2).

idrar kesesindeki kiiciik trolitler Gretraya gecerek cogunlukla disilerde disari atilirken erkek
képeklerde os penis arkasinda kalirlar. Uriner sistem enfeksiyonu varliginda Gretranin tam
tikanmasi, bébrek parankim yikimlanmasi ile septisemiye neden olmaktadir. Uriner

sistemdeki tam tikanmalar tiremi tablosu gelismesine yol agmaktadir (3,7).
Urolitiazisde klinik bulgular Grolitin yerine, boyutuna ve sayisina bagl olarak degismektedir.

Hematdiri, pollakiri, stranglri ve disiri alt Griner sistem hastaliklarinin klinik semptomlari

olmakla birlikte Grolitiazis durumlarinda da olusmaktadir (1,7). Ozellikle erkek kedilerde idrar
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yolu tikanikhklar sik gorilmektedir. Buna bagli olarak idrar kesesinde asiri dolgunluk ve

Uriner sistem rupturlari meydana gelmektedir (1).

Urolitiazisin teshisinde radyografi, ultrasonografi, sistografi ve bilgisayarli tomografi
yontemlerinden faydalaniimaktadir. Radyografi, radyoopak olan struvit taslarinin tespitinde
duyarh bir testtir. 3 mm’den kiglk olan Urolitlerin tespitinde ultasonografi veya gift
kontrastl sistografi radyografiden daha stiindiir (1,8). Urolitler bilgisayarli tomografi

kullanilarak gcevre yumusak dokulardan kolayca ayirt edilebilmektedirl (9).

Direkt radyografi ile radyoopak taslar tespit edilerek taslarin sekilleri ve sayilari hakkinda bilgi
edinilebilmektedir. Ancak Urosistolitlerin radyografik olarak belirlenmesinde hatali negatif
sonuglar da alinabilmektedir. Direkt radyografi ile belirlenemeyen (rolitler kontrast

radyografi ile belirlenebilmektedir (2)

Ultrasonografik muayenelerde Urolitler hiperekoik lezyonlar olarak gozlenmekte,
distallerinde akustik golge ile kuvvetli bir yanki olusturmakta ve ultrasonografik inceleme

sirasinda mesanede asagi tarafa dogru disen Urolitler gorilebilmektedir (2).

Uriner sistem hastaligi siiphesi olan hastalarda idrar analizi tanisal degerlendirmenin énemli
bir parcasidir. Urolitiazisde krisalliri &nemli bir bulgu olabilirken her zaman rolit varligini
godstermez. Aktif Urosistolitlerde kristaliiri gdriilmeyebilir. idrar alimi ve analizi arasinda
gecen zaman ve sicaklik degisimleri de hatal pozitif sonuglara neden olmaktadir. Bu nedenle
urolitiazis stipheli hastalarda yeni toplanan idrarlar degerlendirilmelidir. idrar 6zgl
agirhginin ylksek olmasi, Urolitik preklrsorlerin konsantrasyonundaki artisi isaret eder.
Kalsiyum oksalat, plrinler ve sistin Urolitler pH'si 7.0'den kiiglik olan idrarda, struvit tasi ise

pH'si 7.0'den biylk olan idrarda olugmaktadir (6).

Urolitiazisin tedavisinde medikal yéntem ile taslarin ¢dzdirilmesi ya da daha fazla
buylmesinin 6nlenmesi amaglanmaktadir (3,7). Stravit Urolitleri medikal tedavi ile
¢ozilebilmektedir. Steril strivitler asidik idrar olusturan bir diyetle, enfeksiyon kaynakli

struvitler ise struvit ¢ézlinme diyeti ve uygun bir antimikrobiyal ajan ile ¢6zilebilmektedir.
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Kalsiyum oksalat Grolitlerin ¢6ziinmesini destekleyen tibbi protokoller mevcut degildir. Bu
nedenle Urolitler cerrahi olarak veya minimal invaziv metetodlarla ¢ikarilmalidir. Kopek trat
rolitlerinin ¢ozdirulmesi pirin kisitl, alkalilestirici, ditiretik diyet ve ksantin oksidaz
inhibitord olan allopurinol uygulamalari ile saglanmaktadir. Ancak allopurinol kedilerde
degerlendiriimemistir ve kullaniimamalidir. Kedilerde Urat (rolitleri cerrahi olarak

uzaklastiriimaktadir (6).

idrar ¢ikisinin engellenmesi, tas sayisinin ve boyutunun fazla olmasi, kalic klinik bulgular ve
tedaviye cevap alinamadigi durumlarda taslarin ¢ikariimasi gerekmektedir. idrar kesesi ve
Uretradaki taslarinin alinmasi igin birka¢ minimal invaziv tedavi segenegi vardir. Bu
secenekler arasinda Grohidropropulsiyon, litotripsi kullanarak veya kullanmadan transiretral
sistoskopi ve perkltan sistolitotomi de denilen minilaparotomi destekli sistoskopik tas
clkarma yer almaktadir (6). Urolitiazisin &nlenmesinde kopek ve kedilerde idrar yolu

enfeksiyonunun kontroll ve diyetin diizenlenmesi dnemli rol oynamaktadir (1).

Veda Kotervin®, atkuyrugu otu, cobandegnegi otu, tirmik otu kokleri, s6giit otu ve distile su
iceren tamamlayici bir yemdir. Bu ¢alismada farkl tip Urolitiazis problemi olan bir kedi ve iki

kopekte kotervinin etkinliginin arastiriimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod
Calismanin materyalini ERU Veteriner Fakiiltesi Egitim, Arastirma ve Uygulama Hastanesi
kliniklerine stranguri, hematiiri ve aniiri sikayetleri ile getirilen 5 yasli, erkek tekir bir kedi ile

13 yasli, erkek Golden Retriever irki ve 8 yasl, disi Belgika Malinois irki kdpekler olusturdu.

Kedi ve Golden Retriever irki kopege idrar muayenesi ile birlikte ultrasonografik ve
radyografik muayeneler, Belgika Malinois irki kdpege idrar muayenesi ve ultrasonografik

muayene yapildi.
idrar analizi icin Golden Retriever irki kdpek ve kediden steril idrar katateri ile, Belgika

Malinois irki képekten sistosentez yolu ile idrar toplandi. Alinan idrar &rneklerinin g

Hastaliklari Anabilim Dali laboratuvarinda idrar stribi ve sediment muayeneleri yapildi. idrar
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strib ile kan, protein, Idkosit, pH ve dansite yoniinden degerlendirildi. idrar sediment
muayenesi icin idrarlar 3000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra dipteki ¢okelti
oynatilmadan, tipte yaklagik 0,5 ml idrar kalacak sekilde bosaltildi. Kalan idrarla dipteki
¢okeltinin karismasi saglandi ve bu karisimdan bir damla lam Gzerine alinarak mikroskopta
incelendi. idrar sediment muayenesinde idrar eritrosit, 16kosit, epitel hiicreleri ve kristaller

yoniinden degerlendirildi.

idrar kesesi bosaltildiktan sonra, kedi ve Golden Retriever irki kdpege idrar sondasi, Belgika
Malinois irki kdpege sistosentez yontemiyle her uygulamada 10 ml olacak sekilde, idrar
kesesi icine Kotervin® (Vedavet) giin asiri (i¢ kez verildi. Kotervin idrar kesesine verildikten

sonra kese icinde 4 saat kalmasi saglandi.

Bulgular

Kedinin muayenesinde Uretranin tikali oldugu ve idrar kesesinde asiri dolgunluk belirlendi.
Uriner kateter yardimi ile alinan idrarin strib muayenesinde kan +++, protein +++, l6kosit +,
pH 8.0, dansite 1030 olarak belirlendi. idrar sediment muayenesinde ¢ok sayida eritrosit,
I6kosit ve struvit kristalleri gortldu (Sekil 1A). Rontgen muayenesinde idrar kesesinin dolu
oldugu gorildi ancak Urolitle ilgili bir bulguya rastlanmadi (Sekil 1B). Kedinin yapilan

ultrasonografik muayenesinde farkh biyukliklerde (0,5-1cm) Urolitler tespit edildi (Sekil 1C).

Sekil 1. A. Kedinin idrarinda struit kristali (ok). B. Radyografide idrar kesesindeki dolgun gérinim. C.
Ultrasonografide Urolitlerin gériniima (ok).

Golden Retriever irki kdpegin muayenesinde idrar kesesinde gerginlik ve idrar katateri

uygulamasi sirasinda Gretranin tikali oldugu tespit edildi. Katater yardimi ile kanal agildiktan
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sonra alinan idrarin strib muayesinde kan +, protein ++, [6kosit ++, pH 9.0, dansite 1005
olarak belirlendi. idrar sediment muayenesinde ¢ok sayida eritrosit, 6kosit ve amorf fosfat
kristalleri goruldi (Sekil 2A). Rontgen ve ultrasonografik muayenelerinde farkh ¢aplarda

(0,49-0,93 cm) 4 adet Urolit belirlendi (sekil 2 B,C).

Sekil 2. A. Golden Retriever irki kdpegin idrarinda amorf fosfat kristalleri (ok). B. Radyografide idrar
kesesindeki trolitler (ok) C. Ultrasonografide trolitlerin gorinimi (ok).

Belgika Malinois irki kopegin idrar muayenesinde sitruvit (Sekil 3A) ve sistin kristalleri, (Sekil

3B) ile ultrasonografik muayenesinde yaklasik 5 cm ¢apinda drolit (Sekil 3C) belirlendi.
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$lekiIA3. A. Belcika Malinois irki kdpegin idrarinda struvit kristali (ok). B. idrarda sistin kristali (ok) C.
Ultrasonografide Urolitlerin gériniimi (ok).

Tedavi sonrasi kedinin urolitinin tamamen eridigi (Sekil 4A) ve kopeklerdeki Urolitlerin

belirgin bir sekilde kiicildugu tespit edildi (Sekil 4 B,C).
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Sekil 4. A. Tedavi sonrasi kedinin idrar kesesinin ultrasonografik gériiniimi B. Tedavi sonrasi Golden
Retriever irki kdpegin idrar kesesinin ultrasonografik goriinimu C Tedavi sonrasi Belgika Malinois irki
kopegin idrar kesesinin ultrasonografik gérinimu

Tartisma ve Sonug

Urolitiazisde hematiiri, pollakiiri, strangiiri ve disiiri gériilen semptomlar arasinda yer
almaktadir (1,7). Bu ¢alismadaki kedi ve képeklerin anamnezlerinde stranguri, hematdiri ve
anlri sikayetleri bulunmaktadir. Erkek kedi ve kdpeklerde Uretranin uzun ve dar olmasi
nedeniyle Uretral tikanmalar daha sik gortlmektedir (1,2,5). Buna bagli olarak idrar
kesesinde asiri dolgunluk ve Uriner sistem rupturlari meydana gelmektedir (1). Bu ¢alismada
erkek kedi ve Golden Retriever irki kopekte Uretral tikanmalar ve drinasyonun

engellenmesine bagl idrar kesesi dolgunlugu belirlendi.

Urosistolitlerin radyografik olarak belirlenmesinde direkt radyografide hatali negatif sonuglar
elde edilebilmektedir (2). Bu ¢alismada direkt radyografide Golden Retriever irki képegin
idrar kesesindeki Urolitler belirlenirken kedide tespit edilemedi. Kedideki Grolitler abdominal
utrasonografi ile saptandi. Kedi ve kdpeklerde en yaygin gorilen drolitler struvit ve kalsiyum
oksalat Grolitlerinden olusmaktadir. Urat veya sistinden olusan Urolitler kdpek ve kedilerde
nadiren goriilmektedir (1,3). Sunulan galismada kedide struvit, Golden Retriever irki kopekte

amorf fosfat, Belgika Malinois irki kdpekte sitruvit ve sistin kristalleri belirlendi.

Urolitiasisin tedavisinde kristallerin ¢dzinirligu idrar pH'sindan etkilenmektedir. Struvit
alkali idrarda; kalsiyum fosfat alkali ila n6tr idrarda; kalsiyum oksalat ve silika notr ila asidik
idrarda; Urat, ksantin ve sistin asidik idrarda olusma olasiligi daha ytiksek olan Grolitlerdir (1).
Bu calismada strivit kristalleri gorilen kedinin idrar pH’sinin 8.0, amorf fosfat kristalleri

saptanan kopegin idrar pH’sinin 9.0 oldugu belirlendi.
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Urolitiazisin tedavisinde medikal yéntem, minimal invaziv yéntemler ve cerrahi yéntemler
kullanilmaktadir. Urosistolitler mutlaka cerrahi miidahaleye ihtiyag¢ duymamakla birlikte,
idrar gikisinin tikanmasi, Urolitin sayisi ve ebatinin fazla olmasi, kalici klinik semptomlar ve
tedaviye cevap alinamamasi gibi durumlar Urolitin ¢ikarilmasini gerektirmektedir (6).
Urolitiazisin tedavisinde medikal yéntem ile taslarin ¢dzdirilmesi ya da daha fazla
blylimesinin 6nlenmesi amaglanmaktadir (3). Bu galismada Urolitiazisin tedavisinde idrar
kesesi igine giin asiri kotervin uygulamasinin kedideki Urolitleri tamamen erittigi, kopeklerde

ise 6nemli 6lgtide kicllttugu belirlendi.

Sonug olarak, farkli tip Urolitiazis problemi olan kedi ve képeklerde kotervinin tedavide yarali

olabilecegi ve konu ile ilgili daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi gerektigi diistintldd.
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Balda Kirletici Maddeler

Ender YARSAN

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali

Ozet: Ulkemiz bitki varligi agisindan son derece 6nemli bir yere sahiptir. Bu tiirden bitkiler
tedavi yonlyle 6nemli olduklari kadar igerdikleri etkin maddeler araciliginda, halk saghgi
yonlyle 6nemli olan hayvansal riinlere gecgerek kalinti problemi olusturabilirler. Bu tiirden

hayvansal Urlinler icerisinde bal da ayri bir yere sahiptir.

Aricilik etkinliklerinin endustriyel faaliyetlerin yapildigi alanlarda veya énemli derecede hava
kirliliginin oldugu yerlerde yapilmasi, ari Griinlerinde zararli veya zehirli maddelerle 6nemli
derecede kirlilige neden olabilmektedir. Diger yaygin bir kirlilik kaynagi ise tarimda kullanilan
ilaglardir. Kirlilik kaynaklari genel olarak gevresel ve aricilikla ilgili olarak iki ana bashkta

incelenebilir.

Cevresel kirleticiler;

Kursun, kadmiyum ve civa gibi agir metaller
Radyoaktif izotoplar
Organik kirleticiler, poliklorlu bifeniller (PCB’ler)
Pestisitler (bocek oldurtciler, mantar ilaglari, herbisitler ve bakterisitler)
Patojen bakteri
Genetigi degistirilmis organizmalar
Aricihik kirleticileri
Akarisitler: lipofilik sentetik bilesikler ve toksik olmayan organik asitler ve bilesenleri gibi
maddeler ugucu yaglar
Yavru ¢lrdklGgt hastaliklarinda kullanilan  antibiyotikler; 06zellikle tetrasiklinler,

streptomisin, stilfonamitler ve kloramfenikol
Balmumu glivesinin kontroliinde kullanilan Paradichlorobenzene ve kimyasal kovucular

Anahtar Kelimeler: Bal, Kirletici madde.
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Pollutants in Honey

Abstract: Our country has a very important place in terms of plant existence. Plants of this
kind can be a residual problem by switching to animal products that are important for public
health, through the active substances they contain as well as being important in terms of

treatment. Honey has a special place among such animal products.

Beekeeping activities in areas where industrial activities or where there is significant air
pollution, bee products can cause significant pollution with harmful or toxic substances.
Another common source of pollution is drugs used in agriculture. Pollution sources can be

examined under two main topics related to environmental and apiculture in general.

Environmental pollutants;

Heavy metals such as lead, cadmium and mercury
Radioactive isotopes
Organic pollutants, polychlorinated biphenyls (PCBs)
Pesticides (insecticides, fungicides, herbicides and bactericides)
Pathogenic bacteria
Genetically modified organisms.
Beekeeping pollutants

Acaricides: lipophilic synthetic compounds and non-toxic organic acids and components
such as essential oils

Antibiotics used in foul rot diseases; especially tetracycline, streptomycin,
sulphonamides and chloramphenicol

Paradichlorobenzene and chemical repellents used in the control of wax moth.

Keywords: Honey, Pollutants.

Giris

Bal; “Bitkilerin ciceklerinde bulunan nektarlarin veya bitkilerin canli kisimlariyla bazi es
kanatli boceklerin salgiladiklari tath maddelerin, bal arilari (Apis mellifera, Apis mellifica)
tarafindan toplanmasi, viicutlarinda bilesimlerin degistirilip petek gozlerinde depo edilmesi
ve buralarda olgunlasmasi sonucunda meydana gelen koyu kivamda tath bir Grindir”

seklinde tanimlanabilir.
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Balin bilesimi bitkisel kaynagina bagli olarak degisiklikler géstermektedir. Ana bilesenler
bitiin ballarda aynidir. Bal, igerdigi maddelerin gesitliligi nedeniyle oldukga karmasik bir yapi
gosterdigi gibi, cesitli yorelere ve elde edilis zamanlarina gore de oldukga farkl yapilar
gosterebilmektedir. Ayni tip ballarin bilesimi her iki Giretim sezonu sonunda birbirine ¢ok
yakin veya ayni bulunmustur. Bu belirtilen maddelere ek olarak balda isi etkisi sonucunda
hidroksimetilfurfurol (HMF) olusmaktadir. Ayrica balda bazi toksik maddeler, lipidler,

karboniller ve esterler bulunmaktadir. Balda mineral miktari diisiik dizeydedir.

Hayvansal bir gida maddesi olan balda metal diizeyleri bazi faktérlerden etkilenmektedir.
Oncelikle cicek ballarinda bitkisel (nektar) kaynaga bagl olarak mineral diizeyleri farkhliklar
gOsterir. Her hangi bir bitkideki mineral madde miktari bitkinin yetistigi topraga, topraktaki
mineral madde miktarina, bitkinin tipine, glbreleme ve gelisme donemindeki cevre
faktorlerine bagimlilik goésterir. Bununla birlikte topragin pH'si, asidik yapisi bitkilerdeki

mineral diizeyini etkiler.

Bal arilari iyi bir biyolojik indikatordur. Cevredeki kimyasal bozulmayi yiiksek 6limle (¢evrede
yiksek dizeyde pestisitler varliginda oldugu gibi) ve kirleticileri (pestisitler, agir metaller,
radionUklitler gibi) vicutlarinda depolayarak veya driinlerine yansitarak gosterirler. Uygun
laboratuvar analizleriyle ari ve ar drinlerinde kirlenmeye yol agan kirleticiler

belirlenebilmektedir.

Ekolojik bir dedektor olarak kabul edilebilen bal arilari bazi morfolojik ve etiyolojik 6zelliklere
sahiptir. Bu ozellikleri arasinda su faktorleri siralamak mumkindur; yetistirilmeleri-
Uretilmeleri kolaydir ve belirli bir yerde yasayan canllardir; viicut yizeylerinin killarla kaph
olmasi statik elektrik olusmasina neden olur, bu 6zellik arilarin ¢evredeki (toprak, hava, su ve
bitkiler) kirleticiler, biyolojik savas maddeleri, patlayicilar gibi kimyasal ve biyolojik
partikilleri oldukga etkili bir sekilde toplamalarini saglar, bitkileri korumaya yonelik
kullanilan ¢esitli Griinlere karsi olduk¢a duyarlidirlar, bu Uriinlerin ¢evreye yayilmalari

sirasinda (rlzgar gibi faktorlerle) duyarliliklar daha fazladir; Greme kapasiteleri ylksek ve
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ortalama hayat sireleri nispeten kisadir, bu durum koloninin hizli ve siirekli yenilenmesini

saglar; arilar yliksek hareket yetenegine ve genis alanda ugma kapasitesine sahiptirler.

Sonugta ari, nektar, polen ve bal analizleri, pestisit, agir metal ya da gaz kaynakli kirlilikleri
ortaya koydugu gibi, ari kolonilerinin uygun bir yere yerlestirilmesi ve uygun orneklerin
analiziyle cevredeki kimyasal ya da biyolojik materyallerin dagilimini gosteren haritalar
cizilebilmektedir. Arilar 6nemli miktarda zehirli bilesigin tasiyicisi olabilmekte ve bu
maddeleri bal ve diger ari Uriinlerine yansitabilmektedir. Balin insan beslenmesindeki 6nemli
yeri, bal arilarinin 6nemini daha da artirmakta ve aricilarin kovanlarina 6zen gostermeleri,
baldaki kirlenme dizeyini azaltabilmektedir; fakat kirlenmekte olan bir ¢evrede
yasadigimizdan bu tiirden bir azalma pratik gériinmemektedir. Boyle 6zellik bile arilarin
cevre kirlenmesinde biyoindikatér canhlar olmalarinin ne denli 6nemli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Bal ve Diger Ari Uriinlerinde Bulasma Kaynaklari

Bal ve diger ari Uriinleri temiz, saglikli ve dogal bir imaja sahiptir. Buna karsin glinim{zde ari
Urtnleri degisik kaynaklarla kirletilen c¢evrelerde Uretilmektedir. Yakin zaman Oncesinde
cesitli maddelerle kirlenmis ballar kitle iletisim araglarinda tartisilmistir. En son o6rnek
antibiyotik kalintisi iceren ballar olmustur. Bu tlr haberler balin imajini olumsuz yonde
etkilemektedir. Ari Urlnlerine bulasan kirleticiler halk sagligini tehdit edebilmekte, balin

kalitesini olumsuz yonde etkilemekte ve pazarlamada sorunlara neden olmaktadir.

Aricilik etkinliklerinin endustriyel faaliyetlerin yapildigi alanlarda veya 6nemli derecede hava
kirliliginin oldugu yerlerde yapilmasi, ari Griinlerinde zararli veya zehirli maddelerle 6nemli
derecede kirlilige neden olabilmektedir. Diger yaygin bir kirlilik kaynagi ise tarimda kullanilan
ilaglardir. Kirlilik kaynaklari genel olarak gevresel ve aricilikla ilgili olarak iki ana baslikta

incelenebilir. Bunlar Cizelge 1'de kisaca belirtilmistir.
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Cizelge 1. Ari ve ari Urlinlerinde kirletici kaynaklari.

Cevre Kaynakli Kirleticiler Aricilik Kaynakli Kirleticiler
e Pestisitler e Varroa kontroliinde akarisit kullanimi
e Agir metaller e Yavru gurukltgiine karsi antibiyotik kullanimi
e  Organik maddeler e Akarlarin kontroliinde pestisit kullanimi
e  Bakteriler e Bal hasadi sirasinda ari kovucular kullanimi
o  Genetigi degistirilmis organizmalar e Kovanlarda ahsap koruyucular kullanimi
e Radyoaktivite

Cevresel Kaynakli Kirleticiler
Kirleticiler ari Grinlerinin ham maddesine (nektar, salgi, polen ve bitki salgilari ) su, hava,

bitkiler ve toprak yoluyla bulasir ve kovanlara arilar ile taginir.

Metaller: Hava ve su kaynaklarinin metaller ve diger elementlerle kirlenmesi endustri,
madencilik ve enerji Uretimi ve otomobil egzoz gazlari etkisiyle olmaktadir. Madencilik
faaliyetleri sonucu belirli bir ¢evre bir veya birka¢ metalle kirlenirken endustri faaliyetleri
veya enerji Uretimi faaliyetleri sonrasi g¢evrenin kirlenmesi ¢ok sayida element tarafindan
olmaktadir. Sadece anayol trafigi disinildiginde aliminyum, kalsiyum, bakir, demir,
kursun, magnezyum, silikon, ¢inko (eser diizeyde kirletici, motor yagi gazlarinda), baryum
(dizel yakit katkisi), kadmiyum (egzoz gazlar ve araba lastigi), krom, nikel, palladium, platin

ve diger bazi metaller gevre kirlenmesinde 6nem arz etmektedir.

Kursun ve kadmiyum zehirli agir metal olarak dusinilir ve bu nedenle de g¢ok siklikla
calisiimaktadir. Kursun havada tutulur, havayi kirletir ve direkt olarak nektar ve salgilara
ulasir. Kadmiyum metal endistrisi ve yakma firinlarindan kaynaklanir. Topraktan bitkilere
ulasir, nektar ve salgilari bulastirir. Dislk diizeyde kadmiyum hava yoluyla bala ulasabilir. AB
tarafindan ballarda kursun ve kadmiyum igin maksimum kalinti limitleri sirasiyla 1 mg/kg ve
0,1 mg/kg olarak belirlenmistir. AB'nde diger metallerin ballarda maksimum kalinti limitleri
belirlenmemistir. Bu durum balda metal kalintilarinin toksikolojik yonden degerlendirilmesini
zorlastirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda kirli ve kirlenmemis alanlardan elde edilen ballarda
kursun diizeylerinde énemli derecede farkllk gorilmemistir. Buna karsin en yiiksek kursun

degerleri kirli alanlarda Uretilen ballarda bulunmustur.
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Polen, balmumu ve propoliste agir metal kirlenmelerini belirlemeye yonelik calismalar

oldukga azdir.

Radyoaktivite: Simdilik bal ve diger ari Grinleri igin problem teskil etmemektedir. Cernobil
nikleer reaktor kazasindan sonra bitin Avrupa’da nektar ve ballarda radyoaktif kirlilik

onemli bir siire devam etmistir.

Organik Maddeler: Cevredeki organik kimyasal maddelere PCB’ler (poliklorlu bifeniller)
ornek olarak verilebilir. Bunlar 1980 yilindan 6nce Uretilmis olup motor yaglarinda ve
sogutucularda kullanilmistir. Bu bilesikler halen gevrede bulunmakta, bitkileri kontamine

etmekte, boylece ari ve ari irlinlerine de ulasabilmektedir.

Pestisidler: Gerek tlkemizde gerekse Diinya da bal arilari pestisitlerden etkilenen en énemli
bocek tlrlerinden birisini olusturmaktadir. Pestisitlerin yogun ve bilingsiz kullaniimalari
sonucunda her yil binlerce kovan zarara ugramaktadir. 1967 yilinda pamuk tarlalarinda toz
Carbaryl uygulamasiyla Kaliforniya'daki toplam koloni varliginin % 15'i yani yaklagik 70.000
ari kolonisinin séndigii kayithdir. ilaglarin arilari etkileme sekli 3 farkli yolla meydana

gelmektedir. Bal arilari dogadaki cesitli bitkilerden polen ve nektar toplarken:

1. Mide zehirlerinden etkilenirler. Besinlerine karismis tarim ilaglarini sindirim sistemine
alirlar.

2. Kontakt (temas) zehirlerinden etkilenirler. Arilarin kutikulasina (derisine) tarim ilaci
temas ettigi zaman arilar 6lur.

3. Solunum zehirlerinin etkisi ile zehirlenerek olirler. Bunlar genellikle fiimigant

ilaglardir.

Arilar igin ¢ok zehirli olan bazi pestisitlerin aktif maddeleri:

Aldrin, Azinphos-Methyl, Bendiocarb, Carbaryl, Clorpyrifos, Cyfluthrin, Diazion, Dichlorvos,
Dicrotophos, Dieldrin, Dimethoate, Endosiilfan, Ethion, Etrinfos, Fenitrothion, Fenthion,
Fenpropathrin, Heptachlor, Lindane, Malathion, Methamidophos, Methomyl, Methidathion,
Methiocarb, Methomyl, Mevinphos, Monocrotophos, Omethoate, Parathion, Phoshamidon,

Phosmet, Profenofos, Propoxur, Tetrachlorvinphos, Tralomethrin.
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Arilar igin orta dereceli zehirli olan bazi pestisitlerin aktif maddeleri:

Bromopropylate, Endosiilfan, Fluvalinate, Phorate, Primiphos-Methyl, Thiodicarb

Arilar igin diisiik derecede zehirli olan bazi pestisitlerin aktif maddeleri:
Aldicarb, Amitraz, Benomyl, Bitertanon, Bromophos, Buprofezin, Dicofol, Dioxathion,

Glyphosate, Methacrifos, Phosalone, Primicarb, Quinomethionate, Trichlorfon.

Pestisitlerin insan saghg Uzerindeki etkileri, kimyasalin toksisitesine ve maruziyet siiresine
baghdir. Cocuklar, kiigik olmalari ve az gelismisliklerinden dolayr en duyarli olanlardir ve
pestisitlere karsi son derece hassastir. Pestisitlere maruz kalmanin etkisi hafif cilt tahrisinden
dogum kusurlarina, timorler, genetik degisiklikler, kan ve sinir bozukluklari, endokrin
bozukluklar, koma ve 6liime kadar degismektedir. Aldrin, chlordane, DDT gibi bazi pestisitler,
dihedron, endrin, heptaklor, heksaklorobenzen, mireks, toksafen gibi kalici organik

kirleticiler; endokrin, reme ve bagisiklik sistemlerini tehlikeye atabilir.

Patojen Bakteriler: Clostridum botulinum varhgi saghk agisindan énemlidir. Bu bakterinin

sporlari balda canl kalabilir; fakat balda toksin tGretemezler.

Genetigi Degistirilmis Bitkiler: Kolza, misirda oldugu gibi genetigi degistirilmis organizmalar
(GDO) bazi Ulkelerde yetistirilmekte, arilar ve aricilar igin problem olabilmektedir. Bu tir
bitkiler Birlesik Devletler ve Kanada gibi bazi llkelerde yaygin bir sekilde yetistiriimekte ve
kabul gérmekte iken, AB Ulkelerinde GDO iceren gida maddelerinin tiiketimine karsi genel bir
tepki vardir. AB Ulkelerinde % 1 den fazla GDO igeren gidalarin igeriginde bunun belirtilmesi
zorunludur. Polenler 6nemli derecede kontamine olabilirken % 0,1’ den daha az polen iceren

ballarda bdyle bir problem yoktur.
Aricilik Faaliyetlerinden Kaynaklanan Kirlilik Etkenleri

En 6nemli kirlilik kaynagi ari zararlilarina karsi kullanilan bilesiklerdir. Su anda en 6nemli

pestlerden ikisi varroa ve amerikan yavru ¢lriikligiine neden olanlardir.
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Akarisitler: Varroaya karsi kullanilan 6nemli bir kirlilik kaynagidir. Bunlarin uzun sire
Varroayl kontrol etmek igin kullanilmalari gerekmektedir. Varroaya karsi etkinligi
onaylanmamis ¢ok sayida akarisit kullaniimaktadir. Ballarda akarisit diizeyleri genellikle kabul

edilebilir diizeylerden daha az miktarda bulunmustur.

Antibiyotikler: Amerika ve Avrupa yavru ¢lrtklGgu hastaliklarinin sagaltiminda kullanihhrlar
ve ballarda bulagsmaya neden olabilirler. Antibiyotiklerle sagaltim ¢ok sayida Ulkede kabul
gorirken, AB dlkelerinde uygun gorilmemektedir. Bu nedenle birgok AB lilkesinde ballarda
antibiyotikler icin belirlenmis maksimum kalinti limitleri yoktur. Bu durum antibiyotik kalintisi
iceren ballarin satisini yasaklamaktadir. Buna karsin isvicre, Birlesik Krallik, Belgika gibi bazi
Avrupa Ulkelerinde en st kalinti limitleri belirlenmistir; antibiyotik gruplari igin en st kalinti

limitleri genellikle 0,01-0,05 mg/kg arasindadir.

Yapilan calismalarda ballarda sllfonamitler (¢ok sayida), aminoglikozitler (streptomisin,
dihidrostreptomisin), terasiklinler (tetrasiklin, oksisiklin, klortetrasiklin, doksisiklin),
kloromfenikol, makrolitler (tilosin, myrosamine), beta laktamlar (penisilinler), nitrofuran
metabolitleri (3-amino-2-oxazolidinone, semicarbazide) tespit edilmistir. Ballardaki
antibiyotik kalintilari  toksikolojik yonden fazla bir problem olmamasina ragmen
kloramfenikol ve nitrofuranlarin toksisitesi ylksektir ve pratikte kalinti limiti olarak sifir

tolerans disUnlir.
Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanliginin 2005/74 sayili genelgesine goére 2006'dan itibaren

arilarda antibiyotik kullanimi yasaklanmistir. Ari hastaliklarinda kullanilan baslica ilaglar ve

bunlarin gok yonli etkileri Cizelge 2’de verilmistir.
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Cizelge 2. Ari hastaliklarinda kullanilan ilaglar ve gok yonli etkileri.

Etken Hedef

madde organizma
/ hastalik

Amitraz  Varroa

Bromop  Varroa

ropylate

Coumap  Varroa

hos

Cymiazo = Varroa

le

Arilara
toksisitesi

Dusiik
toksisiteye
sahiptir (LD50
= 12 pg/an),
ancak bu
durum  son
zamanlarda
tekrar
sorgulanmakt
adir. Ozellikle
larvalardaki
6lum  oranini
arttirmaktadir

Orta derecede
toksik

Hafif toksiktir,

ancak 7
gunluk
tedavilerde
yetiskin
arilarin - 8lim
oranlarinda
bir artis
gozlenmistir.
Larva besleme
jelinde
kalintilari
tespit

edilirken, olasi
subletal larva
toksisitesi de
belirlenmistir
Orta derecede

toksik, eriskin
arilarda
yiksek olim
orani, gida
emilimini
etkiler

Kullaniciya etkisi

Endokrin  bozucu
ve potansiyel
kanserojendir.
Ureme, gelisme
ve norolojik
toksisiteye neden
olur

Dustk derecede
tosik, irritan

irritan; cok zehirli.
Muhtemel
endokrin bozucu.
Ozellikle

buharlagma
uygulamalarinda
kullanici icin

ylksek risk tasir

Orta
toksik

derecede
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Topraktaki
canh
organizmalar
a etkisi
Predator
akarlara
toksisitesi
yuksektir

Predator
akarlar  igin
hafif
duzeyden orta
dereceye
toksik

Diger
etkileri

cevresel

Suda ¢Ozlinebilir.
Sucul
organizmalar ve

memeliler igin
hafif ~ derecede
orta derecede
toksiktir

Sudaki

organizmalar igin
toksik, kuslar igin
hafif toksik

Sucul canlilar igin
zehirlidir;
gelismelerini
etkiler

Sucul canlilar igin
ylksek toksisite

Diger
agiklamalar

Amitrazin,
Avrupa
Birligi'nde
ekotoksisitesi
nedeniyle
tarimda
kullaniimasi
yasaktir. Fransa
gibi bazi
tlkelerde
kismen de olsa
"pazarlama izni"
verilmektedir.
Amitraz  hizla
parcalandigi
icin, bal mumu

ve balda
birikmez, ancak
daha kapsamh
caligmalarda
balmumu ve
balda  Amitraz
ve
metabolitlerinin
varligi tespit
edilmistir
Balmumunda
birikir, balda
kalinti

Bal ve

balmumunda
birikir

Balmumunda
birikebilir;  bal
ve  propoliste
kalintisi  tespit
edilmistir



Flumeth
rin

Fluvalin
ate, tau-
Fluvalin
ate

Fumagill
in

Formik
asit

Varroa

Varroa

Nosema
apis,

Nosema
ceranae

Varroa

Hafif toksik

Fluvalinat orta
derecede
toksiktir,
ancak
varroada
gelisen direnci
yenmek igin
tau-fluvalinat
iceren  yeni
formilasyonla
r oldukga
toksiktir. 7
glnden fazla
maruz kalma

kraligelerde
yuksek
mortalite ile
sonuglanir.
Erkek ari
gelisimini
etkiler
Ozellikle
yavru ve
kulugka
asamasinda
ar olumlerini
artirir. Bu
listede arilar
icin en

6lumcil olan
etken madde
formik asittir.
Farkli
doénemlerde
yumurtlamayi
engeller.
Geligimi
etkiler ve
erkek arilarin
yasam
suresini

Emilmesi
durumunda orta
derecede toksik

Son derece toksik
ve irritandir

Sistemik  olarak
memelilere
uygulandiginda
toksiktir.  Temel
toksik etkileri
kemik iligi
Uzerinedir;
trombositopeni.
Aricilikta
kullanilan dozlar,
ihmal edilebilir bir
etkiye sahip
olmaldir

Cok irritan, yanici
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Sucul canlilar igin
yuksek toksisite

Sucul  canlilarda
popiilasyonu,

gelismeyi,
dokularini ve
olum oranini
etkiler

Balmumunda
birikebilir;
propoliste
kalintisi
edilmistir

tespit

2006'nIn
sonundan  beri
isvigre'de
yasaktir.
Balmumunda
yiiksek duzeyde

birikir, bal ve
propoliste
kalinti

olusturur.
Fluvalinat ile

tedavide varroa,
tim
piretroitlere
(flumetrin,
amitraz ve
akrinatrin  gibi)
gapraz  direng
gelistirir

Nosema
cerana'nin  bu
antibiyotige
karsi direng
gelistirmesi
olasilig
yuksektir.
Avrupa'da
Fumagillin
kullanimi
yasaktir

Balin
organoleptik
ozelliklerini
etkiler; zira
balin icinde
kolayca
¢6zUnlr. Bahar
tedavisi i¢in
kullaniimamalidi
r; clnki
kalintilarr hasat
icin  zamaninda
buharlagmamis
olabilir



Laktik
asit

Malatiy
on

Naftalen

Oksalik
asit

Varroa

Varroa

Wax moth

Varroa

kisaltir

isci arlar,
laktik asit
uygulamasind
an sonra
kovandaki
yumurtalarin
% 60'in1

¢ikarmaktadir.
Ari olimleri
tedaviden
hemen sonra
dort kat artar
Orta dizeyde
toksik

Duisiik
toksisite

Arilarda
koloniye gore
toksisite
degiskendir;
soguk
havalarda
daha da
kotulesir.
Larva
gelisimini
etkiler ve
kralige  6lim
oranini arttirir

irritan

Orta derecede
toksik (Bas
doénmesi, terleme,
nefes darhg,
karin  kramplari,
ishal, bulanti,
kusma).
Potansiyel
endokrin  bozucu

ve kanserojen

Biling bulanikhgi.

Bas agrisi.
Terleme. Mide
bulantisi.  Kusma.
Sarilik. Koyu idrar,
karin agrisi;
kasilmalar. ishal.
Bas donmesi.
Biling kaybi. Olasi
kanserojen

irritan ozelligi
yuksek, orta

diizeyde toksik
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Predator
akarlara karsi
hafiften
yuksek
dereceye
toksik,
Nematod ve
solucanlar)
icin hafif
toksik

Toprak
omurgasizlari
izerinde
kronik etkiler
(tireme ve
saglk)

Sucul canlilar igin
toksiktir

Sudaki
organizmalar,
mantarlar,
bocekler,
yumusakgalar ve
planktonlar igin

orta  dereceden
akut seviyeye
toksik; gelisim ve
davraniglari
etkiler, endokrin
bozucu ve
biyobirikim
ozelligi

Bocekler ve suda
yasayan
organizmalara
hafif ~ dlzeyden
yuksek dereceye
toksik:  davranig,
olum, gelisme,

treme ve genetigi
etkiler.
Biyobirikim yapar

Sucul  canlilarda
buytimeyi ve
davraniglar
etkiler,

intosikasyon riski
vardir

Balda  gozardi
edilebilir kalinti

Balmumunda
birikir, balda
kalinti yapar

Bal ve
balmumunda
kalinti

Balin
organoleptik
ozelliklerini
etkiler,  ¢lnk
balda  kolayca
erir



Oksitetr | Avrupa ve Kulugka Olasi alerjik etki; ~Potansiyel Memelilerde, Mevcut
asiklin Amerikan gelisiminin nadiren digler ve hasar, yetersiz = suda yasayan uygulama
Yavru her kemikler gibi  veri organizmalarda yontemleriyle
Guruklugu, = asamasinda kalsiyum ve bitkilerde = balda gok
Nosema yiksek 6lum = bakimindan dustik  toksisite; = yuksek  kalinti
orani zengin organlara treme, gelisme, seviyeleri.
zarar verebilir; beslenme Hedef
Aricilikta davranisl, organizmalarda
uygulanan dozlar imminoloji ve direng gelisir.
ihmal  edilebilir mortaliteyi ilacin  kullanimi
dlzey etkili etkiler. Avrupa
olmalidir Biyobirikim. Birliginde
Cevrede uzun = yasaktir
stire kalicilik
Permetr  Kigtik Yiiksek Orta derecede = Predator Sudaki Lipofiliktir,  bu
in kovan toksisite toksik: irritan  akarlar  igcin = organizmalar ve nedenle
kurdu (6ksurik, ¢ok toksik, omurgasizlar i¢in = balmumunda
karincalanma, oriimcekler ¢ok toksiktir  birikir
gozlerde ve igin orta (davranis,
deride derecede gelisme, 6ltim
karincalanma, toksik orani, beslenme
uyusma), ishal, davranisl,
Kusma. Olasi morfoloji,
kanserojen, tremeyi etkiler),
stipheli  endokrin biyolojik  birikim.
bozucu Faydali insektler
icin zehirliden gok
zehirliye  kadar
genis bir marji
vardir
Timol Varroa Toksik; irritan - Sucul Balmumunda
kolonilerin organizmalar igin = birikir. Balin
zayiflamasi, hafif ~dereceden organoleptik
ozellikle orta dereceye = ozelliklerini
dusik kadar  toksiktir: = kuvvetli bir
sicakliklarda Mortalite, sekilde etkiler
daha da etkili. davranis, (kekik tadi)
Bazi koloniler biytime,
timol tedavisi enzimler,
sirasinda  kis hormonlar,
icin depo immunoloji ve
toplamakta popilasyonu
zorlandilar etkiler
Tylosin Amerikan Onerilen irritan,  alerjen. = Toprak Faydal Balda metabolit
(tartrate  yavru dozlarda insanda hi¢  mikroorganiz ~ mikroorganizmala = formlari  uzun
) curuklugu uygulanirsa kullaniimadiginda ~ malarinin rigin toksik sire kalicilik
zararsizdir n vyetersiz veri. blyumesini gosterir. Hedef
ishal ve etkiler organizmalarda
gastrointestinal direng
rahatsizlik,  deri gelismesi.
agrisi, yangl ve Avrupa'da
diger memelilerde aricilikta

gozlenen
enjeksiyon bolgesi
etrafindaki kasinti

kullanimi yasak

Diger Bilesikler: Bazi aricilar petek glivelerinin kontroliinde paradiklorobenzen kullanirlar. Bu
bilesik balmumu siklusuna girer, ticari balmumunda ve balda kirlilige yol agar. Diger daha

toksik bir madde de naftalindir. Buda ayni amagla kullanilir ve balda kalintisi tespit edilmistir.
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Tahta koruyucular ve boyalar kovanlari bozulmaya, yipranmaya karsi korumak igin kullanihr.

Bunlar insektisit ve fungisit icermesi durumunda balda kirlenmeye neden olabilirler.

Bal hasadi sirasinda arilari uzaklastirmak igin kullanilan kimyasal kovucular da diger bir kirlilik
kaynagidirlar. Karboksilik asit, benzaldehit ve nitrobenzende oldugu gibi kullanilan bazi zehirli
kimyasal maddeler ari Urlnlerinde istenilmeyen koku ve tat olusumuna ve kalintiya neden
olmaktadir. Genellikle hasat zamaninda kimyasal maddelerin kullaniimasi tavsiye

edilmemektedir.

Ballarin Uretimi ve depolanmasi sirasinda uygun olmayan metal kaplarin kullaniimasi
istenilmeyen metal kirliligine neden olabilir. Bakir, demir, celik veya ginkodan yapilmis
ekipmanlarin kullaniimasi balda toksik seviyelere ulasabilecek diizeyde metal kalintilarina,
istenilmeyen renk ve koku degisikliklerine neden olabilmektedir. i¢ yiizeyi boyali veya
korozyona ugramis kaplar inorganik ve organik bilesiklerle bulasma riskini artiracagindan

tercih edilmemelidir.

Diger taraftan bazi bitkisel unsurlarda bala gecerek zehirleyici nitelikte etki olusturabilir.
Bunalr icin 6rnekler de;

e Rhododendron ponticum (Azaleapontica) insanlar igin zehirli alkaloitler icerir

e Andromeda gigekleri insanlarda psikoaktif ve toksik olan grayanotoksinler igerir

e Kalmia latifolia, alaca gali, dag defnesi hastalik veya 6liime yol agar

e Wharangi ¢alisi, Melico peternata, Yeni Zelanda’da, zehirli 6limcal bal Gretir

e Datura bitkileri, Meksika ve Macaristan

e Belladonna gicekleri, Macaristan'da henbane (Hyoscamus niger) bitkisi

e Serjanialethalis Brezilya'da

e Gelsemium sempervirens Glneybati Amerika’da

e Tutu (Coriaria arborea), Yeni Zelanda'da, pikrotoksin zehir grubundan olan tutin Uretir
e Zakkum Akdeniz bolgesinde.
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Tiirkiye’de Zehirlenme Siipheli An Oliimleri

Hasan Hiiseyin ORUC?, Meltem CAYCI?

Bursa Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji AD, Bursa, Tiirkiye
2Bursa Uludag Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Bursa, Tiirkiye

Ozet: Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinde bazen zehirlenme siipheli ari éliimleri olmakla birlikte,
Ozellikle 2007-2019 vyillari arasinda, Trakya Bolgesinde, Adana ve Osmaniye’de, Urfa-
Harran’da ve Bursa’da, yillara gore degiskenlik gostermekle birlikte, hizli ve yogun ari
Olimleri tespit edilmistir. Trakya Bolgesinde 0Ozellikle 2007 ve 2018 yillarinda Haziran ayi
sonundan Temmuz ayi sonuna kadar olan aygicegi cicek agma doneminde; Adana ve
cevresinde 2013-2018 yillari arasinda Subat basindan Mart ayi ortalarina kadar her yil misir
ekim doneminde; Harran’da 2018 yilinda Temmuz ayi sonundan Agustos ortasinda kadar
Pamuk nektar déneminde ve Bursa’da ise 2018-2019 yillarinda, Mart ortasindan Nisan basina
kadar, meyve bahgelerinin giceklenme doneminde zehirlenme siipheli yogun ari élimleri
gorilmistir. Yapilan gozlemler, arastirmalar ve labortatuvar sonuglari hizli ve yogun ari
Olimlerinin baslica nedeninin pestisitler oldugu; pestisitlerden de 0Ozellikle neonikotinoid
grubu insektisitlerin, nenicotiniod grubundan da clothianidin, imidacloprid ve
thiamethoxamin (6zellikle clothianidin ve arilara toksisitesi ¢ok ytiksektir) bu éliimlerde rol
oynadigl, diger pestisitlerin bu grubu takip ettigi gorilmektedir. Tlrkiye’de arilarda
zehirlenmelerin azaltilmasi ve 6nlenmesinde, tani ve korunma konusunda daha fazla uzman
toksikolog yetistiriimesi ve toksikoloji labortatuvarlarinin glincel pestisitleri de icerecek

sekilde analiz parametrelerini arttirmalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bal arisi 6liimleri, Neonikotinoidler, Pestisitler, Tiirkiye.
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Honey Bee Deaths with Suspected Poisonings in Turkey

Abstract: In Turkey, however there are honey bee deaths with suspected poisonings in
different regions and provinces, especially between 2007 and 2019, there were differences
depend on the years, Thrace region, Adana and its neighbour’s provinces such as Osmaniye,
Harran district of Urfa province and Bursa province rapid and extensive deaths of honey bees
were observed. Suspected honey bee deaths were determined during period of blossoming
of sunflower from end of June to end of July in Thrace region especially in 2007 and 2018;
from at the beginning of February to middle of March during between 2013 and 2018 that
this period is maize seeds sowing period in Adana and neighbour areas; from end of July to
middle of August that this period is nectar of cotton in 2018 in Harran and from middle of
March to at the beginning of April that this period is blossoming of fruits in 2018 and 2019 in
Bursa. The main reason of these honey bee deaths was pesticides, especially neonicotinoids
such as clothianidin, imidacloprid and thiamethoxam (especially clothianidin and it is highly
toxic to honey bees) according to observations, searches and laboratory results, and other
pesticides was following this group. Turkey need more expert veterinary toxicologs and good
quality veterinary laboratories that can analyse current pesticides for decrease and prevent

of honey bee deaths in Turkey.

Keywords: Honey bee deaths, Neonicotionoids, Pesticides, Turkey.

Giris

Yaygin ari kayiplari pek ¢ok llkede ortaya ¢ikmakta ve bu kayiplar yillara, mevsimlere ve ekim
dénemlerine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Fletcher ve Barnett, 2003; Rortais ve ark.,
2005; Pistorious ve ark., 2009; Unal, 2010). Ari kayiplarinin baslica nedenleri arasinda bitkisel
Uretimde kullanilan pestisitler, bal arisi parazitleri, patojen mikroorganizmalar, kirli icme
sulari, ari hastaliklarinin tedavisinde bilingsiz ilag kullanimi, olumsuz bakim ve beslenme
sartlari veya bunlarin birlikte rol oynamalar yer almaktadir (Bacandritsos ve ark., 2010).
Tlrkiye’de Trakya Bolgesi aycicek nektar donemi, Adana ve Osmaniye’de misir ekim donemi
gibi, Bursa’da ilkbahar mevye ciceklenme/nektar donemi gibi ani, yaygin ve dénemsel

seyreden ari 6limlerinin en dnemli nedeni bitkisel Gretimde kullanilan pestisitlerdir. Yiiksek
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dozda ve ruhsatsiz kullanilan ari ilaglari, ari hastaliklari, kot bakim ve beslenme diger ar

kayip nedenleridir.

Arilarda zehirlenmeler genellikle hizli ve biylk kayiplara yol agar. Baslica zehirlenme
nedenleri tarimsal Gretimde kullanilan pestisitler ve ari hastaliklarinda 6zellikle varroa
tedavisinde kullanilan ilaglardir. Son vyillarda bitkisel tGretimde tohumlar 6zellikle de misir,
aygicegi ve pamuk tohumlar tel kurtlarina karsi pestisitlerle (6zellikle neonikotinoidler)
kaplanmaktadir (Sekil 1). Misir ekim donemlerinde pestisitlerin bir kismi tohumdan ayrilarak
toz halinde havaya karismaktadir (neonikotinoid grubu gibi). Havada asili kalan bu ilaglarin
bulundugu yerden gecen tarlaci arilar da bu ilaglarla temas etmekte ve ari kayiplari meydana
gelmektedir (Greatti vd., 2003; Tapparo vd., 2012). Cukurova gibi buyik tarim alanlarini
iceren misir ekim donemlerinde havaya karigan pestisit miktarlari nedeniyle ari kayiplari fazla
olmaktadir. Havada yogun olarak bulunan bu tarim ilaglarinin riizgarla kovanlarin oldugu
diger bolgelere ulasmasi sonucu da arilarda zehirlenmeler ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica,
aycicegi ve pamuk Uretiminde, ilkbaharda ise sert ¢ekirdekli meyve agaclarinin giceklenme
déneminde nektar ve polen toplarken de bal arilari pestisitlere maruz kalir ve zehirlenirler.
Yine belediyelerin sivrisinek micadelesi, karayolu kenarindaki bitkilerin pestisitlerle yok
edilmesi o bdlgede bulunan arilari zehirleyebilir. Pestisitlerin arilarin su kaynaklarina, nektar
disindaki bitki salgl ve sivilarina ulasmasi da zehirlenmelere neden olur. Ari hastaliklar
tedavisinde kullanilan ilaglar, yiksek dozda verildiginde veya yine farkli ilaglarin karisimlari
bilingsiz ve kontrolsiizce hazirlanip kullanildiginda arilarda zehirlenmelere neden

olabilmektedir.

Sekil 1. Neonikotinoidlerle kapli, kirmizi-morumsu renkte Trakya Bolgesinde ekilen aygicegi
tohumlarindan.
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Pestisitler, arilar tarafindan temas, solunum ve agiz yoluyla viicuda alinir ve zehirlenmeye
neden olur. Pestisitler, tarlaci arilarda pestisitin toksisitesine de bagli olarak disarida ve
kovan oniinde ani 6liimlerle seyreden akut zehirlenmelere neden olur. Daha az toksik olan
veya daha disiik miktarlarda pestisitlerin arilarin viicutlarinda birikimi kronik zehirlenmelere
(daha klgtik miktarlarda pestisitin 10 giin ve lzerinde aliminda kovan igindeki ve disindaki
tlim arilarda gorilebilen, koloniyi zayif dlslren veya yavas yavas 6ldiren zehirlenmelerdir)

neden olur.

Akut zehirlenmelerde etkilenen ve 6len arilar genellikle tarlaci arilardir. Pestisit gurubu ve
etkili maddeye bagli olarak bazi farkhliklar bulunmakla birlikte zehirlenme belirtileri saatler
veya glin(ler) i¢inde, kovanlarin 6niinde fazla miktarda 6lmus veya 6lmek Uzere olan ari
bulunur (Sekil 2). Etkilenmis ancak henliz 6lmemis arilarda anormal hareketler, denge kaybi,
diisme, kovan girisini bulmaya ¢alisma, bulmakta zorlanma, sersemlik, felg, disari ¢ikmig dil

ve 0lim gorilir (Bortolotti vd., 2009; Pistorius vd., 2015; Kiljanek vd., 2016; FAO, 2018).
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muk tarlasi kenarindaki ariliklarda ari 6limleri.

Bu ¢alismada, 2007 ve 2019 yillari arasinda Tirkiye’de gorllen hizh ve yogun tarlaci ari

oltimleri ve zehirlenme ile baglantisi ile nedenlerinin tartigiimasi amaglanmistir.
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Bildiri igerigi
Bitkisel Uretimde ve gevre ilaglamasinda kullanilan pestisitler bal arilarinda 6nemli
zehirlenmelere neden olmaktadir (Fletcher ve Barnett, 2003; Rortais ve ark., 2005; Bortolotti

ve ark., 2009; Unal ve ark., 2010; Pistorius ve ark., 2015).

Trakya’da, 2007 yilinda, aygiceklerin gicek agtigi dénemde (Haziran sonu-Temmuz sonu arasi)
bal arilarinda yaygin 6limler gorilmuistir (GKGM Raporu, 2013). Yapilan incelemelerde
neonikotinoidlerden imidacloprid iceren Gaucho markasinin bodlgede aygicek tohumlarinin
kaplanmasinda o vyillarda kullanilmaya baglandigi gozlenmistir. 2013 yilinda bakanhk
yetkilililerinin bu tohumlari Greten firma yetkilileri ile yaptiklari gérismeler sonucunda, bu
uygulamanin gegici olarak durdurulmasiyla élimler azalmistir. Bu amagla 2012-2016 yillari
arasinda, “TAGEM/HSYGAD/12/A06/P03/13” nolu, “Bal arilarinda neonicotinoid grubu
insektisitlerin toksikasyonlarinin arastirilmasi” adli projenin sonug raporunda (Unal ve ark.,
2016); Trakya’'da, ozellikle de Tekirdag ve Edirne’de toplanan aygicegi tarlalarinin toprak
orneklerinde %25 ve aygiceklerinin ¢iceklerinde ise %35 oraninda imidacloprid tespit
edilmistir. Ancak 2018 yili Haziran ayi sonu ile Temmuz ayi sonu arasinda bu 6limler yine
2007 yilindaki gibi yaygin bir sekilde Trakya Bolgesi'nde o6zellikle Kesan, Hayrabolu ve
Babaeski ilgelerinde gorllmustir. Bu nedenlerle aygigegine giden aricilarin ve o6zellikle
Trakya’li sabit ve o bolgeye gelen gezginci aricilarin hem ari hem de bal kaybi ciddi diizeylere
ulagmistir. Ancak Tirkiye pazarinda aygiceginde ruhsatli pek ¢ok {riinl olan neonikotinoid
grubu stipheli olmasina ragmen, 2018 yilinda bu grubun rutin analizlerini yurt iginde yapmak
mimkin olamamistir. 2012-2016 vyillari arasinda, “TAGEM/HSYGAD/12/A06/P03/13” nolu
proje ile neonikotinoid grubu insektisitlerin analizleriyle ilgili altyapi kurulmugken sonraki

yillarda bu analizlerin yapilamiyor olmasi da degerlendirilmesi gereken bir durumdur.

Adana’da o6luimlerin en fazla gorildigu 2017 yilinda, misir ekim déneminde ve misir
tarlalarina yakin olan 530 arilikta 6zellikle etkilenim olmus ve bu ariliklardaki 117.556,00
kovan %30’un tzerinde (bu rakam %80’e kadar ¢ikabilmektedir) ani ari kayiplari meydana
gelmistir (Adana il Mudirliigli Raporu, 2017). Oliimler ani ve yaygin olarak seyretmekte,

saatler veya gin(ler) i¢cinde, kovanlarin 6nlinde fazla miktarda (500 ve 1000 ari ve daha
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fazlasi) 6lmuls veya 6lmek lzere olan ari bulunmaktadir. Kovan 6niinde, etkilenmis ancak
henliz 6lmemis arilarda anormal hareketler, denge kaybi, disme, kovan girisini bulmaya
calisma, bulmakta zorlanma, sersemlik, felg, disari ¢cikmis dil ve 6limler gorilmustir. Bu

olaylarda etkilenen ve 6len arilar genellikle tarlaci arilardir.

Adana’da misir ekimi 89.849,2 hektardan 96.737,0 hektara kadar degisen genis bir alanda
yapilmaktadir (Adana Tarm il Mudirliigii Kayitlar, 2018). Adana’daki bu misir ekim
déneminde meydana gelen hizli ve yogun ari dlimleri yine benzer bir sekilde, Avrupa’da
Fransa (Chauzat ve ark., 2010), Almanya (Pistorius ve ark., 2009), italya (Bortolotti ve ark.,
2009) ve Slovenya’da (van der Geest, 2012) goriilmustir. Donem olarak ilkbaharda ve misir
ekim doneminde gorilmis ve zehirlenmeye misir tohumunda tel kurtlarina karsi kullanilan
neonikotinoidlerin 6zellikle de clothianidin, imidacloprid ve thiamethoxamin neden oldugu
belirlenmistir. Adana’daki saha ¢alismalarinda ruhsath ve clothianidin iceren kaplanmis
tohumlarinin kullanildigi bilinmektedir ve dénem, oliimlerin ortaya ¢ikis sekli ve ari kayip
oranlarinin ylksekligi Adana ile Avrupa’daki Ulkelerde goriilen zehirlenme olgulariyla gok
fazla benzerlik gostermektedir. Neonikotinoidlerin ve 6zellikle bu gruptan clothianidin,
imidacloprid ve thiamethoxamin arilar igin toksisitesi ¢ok yiiksektir ve bu l¢ neonikotinoid
Tirkiye’de misir ve aygicegi gibi diger pek ¢ok bitkilerin tretiminde ruhsatli olarak ve yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu konuda Avrupa Birligi, ¢ok ari kaybina neden oldugu igin bu g
etkin maddenin seralar ve kis bitkileri disinda kullanimini 2013 yilinda yasaklamistir (EC,
2013). Havanin yagish oldugu giinlerde o6liimlerin durmasi veya ¢ok azalmasinin nedeni
havada aslli kalan neonikotinoidler suda ¢6ziinebilir yapidadir (Wood ve Goulson, 2017) ve
yagmur suyuyla arilarin gegis bolgelerindeki hava temizlenmektedir, ayrica yagmurlu
havalarda genellikle misir ekimi yapilmamaktadir. 2017 yilinda 6liimlerin daha ¢ok olmasinin
temel nedeni de budur, ¢linkli 2017 yili Adana ve gevresinde misir ekim donemi genellikle

yagmursuz gegmistir.

Toksikolojik (kimyasal) analizler ve ari hastaliklari kontroll i¢in 2007 yilinda 2013 ile 2018
yillari arasinda 61l ve etkilenmis yetiskin ari numunesi ile misir tohum numuneleri alinmis ve
Adana Veteriner Kontrol Enstitlisli, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi, Etlik Merkez

Veteriner Kontrol Enstitlisii ve Samsun Veteriner Kontrol Enstitlisline gonderilmistir. 2007
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Yilinda Trakya Bolgesindeki aygicegi nektari toplayan arilarla ilgili numuneler toplanmis ve
proje yapilmis, 2013-2018 vyillari arasinda Adana’daki ani ve yaygin olimler igin saha
incelemeleri ve 2018 yilinda calistay da yapiimistir. Gozlemlere gore olimler ani ve yaygin
seyretmekte, Subat basi ve Mart ortasi arasinda yaygin olarak ortaya ¢ikmakta ve bu
dénemde en fazla yapilan etkinlik ise misir ekim dénemi olmasidir. Misir ekiminin
baslamasiyla olimler baglamakta, yagmurlu havalarda durmakta veya ¢ok azalmaktadir.
Ovada riizgarh havalarda ekim yapildiginda ve riizgarin ova tarafindan geldigi zamanlarda
ekim yapilan arazilerden 15-25 km uzakta i¢ kisimda olan ariliklarda da ani olimler

sekillenmistir.

Pestisit olarak organik klorlu, organik fosforlu, karbamat, piretroid ve bazi diger pestisit
analizleri Adana ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiilerinde, gaz kromatografi kitle
dedektoéri (GC-MS) ve sivi kromatografi kitle dedektérleri (LC-MS/MS) ile yapildi.
Neonikotinoid grubu ve arilarda analizi igin laboratuvar sartlari uygun olmadigindan bu
analizler yapilamadi. Etkilenen arilarda, ari hastaliklarindan Varroa destructor, Nosema
ceranae, siyah kralice ari virlisli, deforme kanat virusu, Kashmir ari virtsi, kronik ar felg
virlisi ve Amerikan yavru c¢lrikligli Samsun ve Etlik Veteriner Kontrol Enstitiilerinde
arastiriimis, 2018 yilinda Adana ve ilgelerinden toplanan 6 adet ari numunesi neonikotinoid
analizleri igin Almanya’da bir laboratuvara Tarim ve Orman Bakanligi, Koruma Kontrol Genel
Miduarligu tarafindan gonderilmistir ve altt numunenin tamaminda clothianidin tespit

edilmistir.

2018 yilindaki Harran’da pamuk nektar doneminde ise beyaz sinek, yesil kurt, yaprak kurdu,
oriimcek ve yaprak bitine karsi kullanilan ve arilar igin zehirliligi ylksek olan ilaglarin da
kullanildigi gortlmektedir. 2018 ve 2019 yillarinda ilkbahar mevsiminde 6zellikle Mart ayi
ortasindan Nisan ayi basina kadar 6zellikle armut bahgelerine yakin ariliklarda ani ve yogun
ari oluimleri gorlGlmistir. Bu olimler ve numune analizleriyle ilgili ¢alismalar devam

etmektedir.

Pestisitlerin bitkilere uygulanmasi sirasinda ve sonrasinda arilar tarafindan temasla alinmasi,

nektar ve polenle kovana tasinmasi olasiligi yiksektir. Uygulanan bu pestisitlerin arilarin
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icme sularina bulagsmalari da mimkindir. Ari kayiplari sonucunda yapilan pestisit
analizlerinde, arilarin birden ¢ok pestisite ayni veya benzer zamanlarda maruz kaldigini
gdstermektedir. istanbul’da 2007 yilinda, 350 kovanin etkilendigi ve 200 kovanin kaybedildigi
olayda ari ve petek numunelerinde dikuat, parakuat, naftalin ve diazinonun birlikte tespit
edilmesi arilarin birden ¢ok pestisite benzer zamanlarda maruz kalmasina 6nemli bir 6rnek
olusturmaktadir (Unal ve ark., 2010). Tiirkiye’de 10 farkli zehirlenme olgusunda (Unal ve ark.,
2010), ari ve petek numunelerinde birden fazla (2-4 arasi) pestisit tespit edilmistir. Bu
durum, arilarin ya karistiriimis pestisitlere ya da degisik insektisit uygulanmis farkli tarim
alanlarinda ilaglama sirasinda veya sonrasinda temas etmesiyle agiklanabilir. Ayrica, yerlesim
yerlerinde veya yakinlarinda yapilan bazi uygulamalarda (kene ve sivrisinek miicadelesi gibi)
organik fosforlu, klorlu ve karbamat grubu bilesikler veya pretroid grubu bilesikler
karistirilarak kullanilabilmektedir. Bu ilaglarin uygulandigi alanlarda bu pestisitlerle temas
eden arilarda zehirlenmeye neden oldugu gibi bu pestisitler ari ve ari Grlnleri
numunelerinde birlikte tespit edilebilmektedir (Unal ve ark., 2010). 2008 Yilinda istanbul’da
bir zehirlenme olgusunda 450 kovanin tamami kaybedilmistir. Konu ile ilgili arastirmalarda
kene miicadelesi nedeniyle havadan ilaglama yapildigi bilgisine ulasiimistir (Unal ve ark.,
2010). Bu olayla ilgili yapilan analizlerde ari ve peteklerde sipermetrin tespit edilmistir.
Adana ve Osmaniye’de 2013-2017 yillari arasinda artan yogun ari 6limleri sonrasinda 6lu ari
ve peteklerde yapilan pestisit analizlerinde, carbendazim, epoxicanazole, tebucanazole,
cyprodinil, pyridaben, buprofezin ve acetamiprid gibi pestisitlerin tespit edilmesi arilarin ayni
dénemde pek cok pestisite maruz kaldigini gdstermektedir (Adana il Midirliigii Raporu,

2017).

Pestisitlerle bal arilarinda kasith zehirlenmelere de rastlanmaktadir. Afyonkarahisar’da
bildirilen bir zehirlenme olgusunda, aricilar arasinda veya yoérede vyerlesik ciftcilerle
anlagmazliklar sonucunda kimligi belirsiz kisilerce arilarin kasitli olarak endosilfan grubu ile

zehirlendigi tespit edilmistir (Unal ve ark., 2010).

Sonug

2007 Yilindaki Trakya'daki ani ve yogun ari kayibinin nedeni olarak aygicegi tohumunun
neonicotinoid grubu o6zellikle imidocloprid ile kaplanmasi sonucu, ilag topraktan bitkiye ve

nektara gecebilmekte ve arilar igin ¢ok toksik oldugu igin dldirebilmektedir. 2018 yilinda da
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tekrar ve daha yiksek dozlarda aygicegi tohumunda neonikotinoidlerin kullaniimis olma
ihtimali yUksektir.

2013-2018 VYillari arasi Gukurova Yoéresinde (6zellikle Adana ve Osmaniye’de), misir ekim
dénemi olan Subat ayi basi ile Mart ayi ortasi arasinda, her yil hizli ve yogun ari 6limleri
gorilmistir. Olimler, havanin yagish olmasina bagl olarak ciddi oranda azalmakta veya
durmaktadir. Misir tohumlarinda tel kurtlarina karsi kaplanarak kullanilan ve pnématik ekim
mibzeri ile ekim sirasinda havaya da karigsabilen neonikotinoid grubu insektisitler ve 6zellikle
bu gruptan clothianidin slipheli olarak gorilmistir ve Almanya’ da analizleri yapilan
numunelerin tamaminda neonikotinoidlerin ve 6zellikle clothianidin tespit edilmesi bu
yondeki zehirlenme siphelerini ortadan kaldirmistir. Bu gelismelerden sonra Tarim ve
Orman Bakanlgi Gida ve Kontrol Genel MiidirlGgu tarafindan 19 Aralik 2018’de clothianidin,
imidacloprid ve thiamethoxamin tarimsal U{retimde kullaniimasinin kisitlanmasi  ve

yasaklanmasi oldukga olumlu bir gelismedir.

Sanliurfa’nin Harran ve Akcakale ilgeleri arasinda (Harran Ovasinda), pamuktan nektar
toplamasi igin, bolgeye Adana’dan arilarini getiren gezginci aricilarin, 2018 Yili, 2-10 Agustos
arasinda yogun ari élimleri olmus ve aricilar kayiplarinin %30 ile %70 arasinda degistigini
bildirmistir. Yapilan saha incelemelerinde bu dénemde yogun pestisit kullanimi oldugu,

ancak bu incelemelerin detaylandirilarak devam etmesi gerektigi gorilmustar.

Sonug olarak, Turkiye’de ani ve yogun oliimlerin en énemli nedeni tarimda kullanilan ve
arilar icin asiri toksik olan pestisitlerdir. Bu pestisitlerin ruhsatlandirilirken ve kullanilirken
dikkatli olunmasi, bilingli ve kontrolli kullaniimasinin saglanmasi, bunlarin analizleriyle ilgili
Veteriner Kontrol Enstitlleri laboratuvarlarinin altyapilarini gelistirmeleri ve glincellemeleri

gerekmektedir.
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“Tarantula cubensis Ekstrakti” Gergegi ve Hayvan Sagliginda Onemi

Kutlay GURBULAK! Murat KANBUR? Tamercan MORKOG?

*Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, Kayseri
2Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Kayseri
3interhas, Ankara

Ozet: Tarantula Cubensis ekstrakti giiniimiizde hayvan sagliginda genis bir kullanim alani
bulmaktadir. Olumlu etkileri bir¢cok literatlirde bildirilmesine ragmen yan etkisi ile ilgili
enjeksiyon yerinde nadiren gegici deri reaksiyonu olusabilecegi seklinde bildirilmistir. Bazi
arastirmacilar galisma prensibi olarak alopatik olarak siniflandirirken bazi arastirmacilar
homeopatik olarak degerlendirmektedirler. Tarantula Cubensis ekstrakti iceren Tharenekron
D2 ve D6 formati Ulkemizde siklikla kullanim alani bulmus, D6 formati ile homeopati lisansi
almis Urlnler bulunmaktadir. Evcil hayvanlarda deri yangisi, tirnak hastaliklari, flegmonlar,
Ulserler, irinli lezyon ve nekrotik dokularda demarkasyon, rejenarasyon ve antiflojistik etki
olusturmak amaciyla uterus ve diger i¢ organ yangilarinda, mastitislerde, deri hastaliklari ve
meme tiimdrlerinde direkt ya da yardimci tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Evcil hayvanlarda
gebelerde tekrarlayan dozlarda kullanilmasi Veteriner Hekimler icin ®nemlidir. insan
hekimliginde de glincel literatiirlerin yayinlanmasi Tarantula Cubensis ekstrakti’na ilgiyi her

gegen giin artirmaktadir.

Anahtar Kelime: Hayvan sagligi, Onem, Tarantula cubensis ekstrakti.
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The Fact of Tarantula Cubensis Extract and Its Importance in Animal Health

Abstract: Tarantula Cubensis extract is widely used in animal health today. Although its
positive effects have been reported in many study, it has been reported that transient skin
reactions rarely occur at the injection site associated with its side effects. Some researchers
classify it as alopathic as the publication principle, while others consider it as homeopathic.
Tharenekron D2 and D6 format containing Tarantula Cubensis extract is widely used in our
country. There are products that have been licensed homeopathy with D6 format. It is used
for direct or auxiliary treatment in uterine and other internal organ inflammation, mastitis,
skin diseases and mammary tumors in order to produce demarcation, regeneration,
antiphlogistic and resorptive effect in skin inflammation, inflammatory nail diseases,
phlegmons, ulcers, pus lesion and necrotic tissues in domestic animals. It is important for
Veterinarians to use repeated doses in pregnant animals. The publication of currentiy
publication in human medicine also increases the interest in Tarantula Cubensis Extracts in

human medicine also increases the interest in Tarantula Cubensis extracts.

Keywords: Animal Health, Importance, Tarantula cubensis ekstrakt.

Homeopatinin Tarihgesi ve Kulanimi

Yunanca homoeo (benzer) ve pathos (aci ¢ekmek) kelimelerinden olusan homeopati,
benzerlik kanununa dayanan tibbi bir yontemdir (Ruddock et al; 2007). Alman fizik¢i Samuel
Hahnemann (1755-1843) homeopatinin kurucusu ve gelistiricisi olarak kabul edilmektedir.
Similia similibus curantur “benzer seyler benzerleriyle tedavi edilebilir’” tezine dayanan
homeopati; vicudun kendi kendini tedavi edici yanitlarinin uyariimasiyla iyilesmenin

saglandigi dogal bir tedavi seklidir (Turner et al; 1980).

Hayvanlarda homeopatik tedavi 1785 yilinda Baron von Boenninghausen tarafindan
baslatiimistir. Von Boenninghausen'in bircok tlirden hayvani tedavi ettigi ve veteriner
homeopatinin prensiplerini ortaya koydugu bilinmektedir(Day et al; 1998). Hahnemann’in
gelistirdigi klasik homeopatide hastaligin resmine, gériinimine, semptomlara uyan sadece

tek ilag kullanilir, farkli ilaglar birbirine karstirilmaz. Referans olarak alinan Materia

172



Medica’larda ilaglarin etkileri tek tek agiklanmaktadir. Gerekge olarak hastanin durumuna
ancak bir ilacin benzerlik géstermesidir. Ayni anda kullanilan ilaglardan hangi ilacin sorumlu
olacagl bilinemez. Ayni zamanda birden ¢ok ilacin verilmesi sonucunda toplam etki
artmayacagi gibi birbirlerini etkilerini engelleyeceklerdir (Ruddock et al; 2007, Pekmezci ve
ark; 2015). Homeopatik tedavide tek ilag prensibi disinda basariyi etkileyen faktorlerden biri
de minimum doz prensibidir. Bu prensibe gére madde, bedenin iyilestirme gliclini harekete
gecirebilecek ve beklenen degisikligi saglayabilecek en kiglik dozda verilir. Bu yaklasimla
hastayl yormadan tedavinin yapilmasi hedeflenmektedir. Verilecek ilacin minimum ama
yeterli etkinlikte olmasi, ilacin istenmeyen etkilerin azaltilmasini saglayabilecektir. Her ne
kadar homeopatide kalici istenmeyen etkilerin gorlilmeyecegi belirtilse de, olusabilecek yan
etkilerin 6nlenmesi amaciyla minimum doz prensibi uygulanmalidir (Kayne et al; 2007,
Moore et al; 2007, Kanbur ve Giirbulak; 2017). Minimum doz kuralina gore ilacin tedavi edici
Ozglin etkileri daima en kiglk ve etkili dozda verildiginde ortaya ¢ikma egilimindedir; yliksek
dozlar iyilestirme giiclini algilama potansiyelinin Ustlinde etkileyebileceginden, tedavide
basarisizlik ortaya gikabilmektedir ki bu durum o&zellikle yasam gilicli azalmis hastalar igin
daha fazla 6nem tasimaktadir (Owen et al; 2007, Pekmezci ve ark; 2015). Homeopatik ilag
hazirlanirken kullanilan ham maddenin organik veya inorganik olusuna goére degismektedir.
Organik maddeler olmasina dikkat edilerek, uygun ¢oziicilerle ekstrakte edilerek ana madde
elde edilir. Hazirlanan ana madde farkli oranlarda seyreltilir. Seyreltmeler “D potens
(Desimal) seyreltme”, “C potens (Centimal) seyreltme” ve “Q potens (Quinquagiesmillesimal)
seyreltme” seklinde yapilabilir. D potens (Desimal) seyreltme 1/10 olarak hazirlanmaktadir.
Bu seyreltmede 1 damla ana madde, 9 damla alkol iginde ¢alkalanarak seyreltilir. C potens
(Centimal) seyreltme ise 1/100 olarak hazirlanmaktadir ve 1 damla ana madde 99 damla
alkol iginde seyreltilir. Q potens (Quinquagiesmillesimal) seyreltme ise 1/50000 oraninda
potentize edilir (Chaterjee et al; 2003). Bahsi gecen her (li¢ potentizasyon seklinde de ilk
seyreltme ¢ozeltisi 1 numarali ¢ézeltidir (D1, C1, Q1); bu ¢ozeltiler en az 10 ve ideali 100 kez
olmak Uzere sertce calkalanir. Bir numarali ¢ozeltiden desimal veya sentimal yeni bir
seyreltme hazirlanir. Bu seyreltme de en az 10 kez ¢alkalanarak 2 numarali ¢6zelti elde edilir.
Ardi sira seyreltmelere devam edilerek 10.000 hatta milyona varan seyreltme sayilari
uygulanabilmektedir (Baehr et al; 2004, Ramey et al; 2004, Clausen et al; 2010). inorganik

maddelerde ise potentizasyon, calkalayarak degil tritlrasyon(karistirarak, ezerek veya
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oguterek hazirlama) ile saglanir. Bu amagla bir parga inorganik madde desimal seyreltme igin
9 0Ol¢li ve sentimal seyreltme igin 99 6l¢l st sekeriyle (laktoz) bir saat boyunca ezilir. Elde
edilen potense D1 ya da C1 denilmektedir. Her seyreltilme derecesi igin en az bir saat
gerekmektedir. ikinci seyretme icin 1 6l¢ii D1 veya C1, 9 veya 99 élcii laktoz ile yukaridaki
anlatilan sekilde bir saat icerisinde D2 veya C2 haline getirilir. Takip eden seyreltme
dereceleri igin ayni uygulama tekrarlanmalidir. Triturasyon 3. veya 6. potense kadar sit
sekeriyle yapildiktan sonra alkolle seyreltmelere gegilir (Baehr et al; 2004, Pekmezci ve ark;
2015) Homeopatik ilag, yogunlugu az bile olsa ytiiksek bir i¢ enerjiye sahiptir ve bu eneriji
hastanin viicuttaki bircok biyoenerji sistemlerini harekete gegirmektedir (Kayne et al; 2006,
Wolf et al; 1998). Homeopatide ilag secim, uygulama dozu ve siiresi ¢ok Onemlidir.
Dolayisiyla homeopatide tani dogru ilacin bulunmasidir. Homeopatin detayli bir anamnez
almasi, hastayi ¢ok iyi gézlemlemesi ve en dogru ilaci segmesi bakimindan ¢ok énemlidir.
Homeopatik ilag segilirken hastalikla iliskili olmadigi disiinilen belirtiler de dahil olmak lzere
tim semptomlar dikkate alinir. Homeopatide hastaliklar, konvansiyonel tipta oldugu gibi
organlara veya enfeksiyoz etkenlere gore siniflandiriimaz. Konvansiyonel tipta hastaliga 6zgu
semptomlar, homeopatide ise daha ¢ok hastaya 6zgl belirtiler dikkate alinir(Baehr et al;
2004, Vockeroth et al; 1999). Akut vakalarda ilag verildikten 24 saat sonra iyilesme belirtileri
olusmus, ancak tam iyilesme saglanmamissa ilag tekrar edilebilir; ancak kronik hastaliklarda
ilacin etkisinin olusmasi icin sabirla beklemek ve gereksiz doz tekrarlarindan kaginmak
gerekmektedir. Kronik hastaliklarin tedavisinde hastaligin seyrinde olumlu degisiklik
olusmus, ancak bir hafta gectigi halde beklenen etki meydana gelmemisse ilag haftada iki kez
verilebilir. Bir hafta igerisinde higbir degisiklik olusmazsa ilag degistiriimelidir. Homeopatik
tedavi yapilirken viicudun dogal iyilesme cevabini uyararak slirecin tamamen normal olarak
gelismesini saglamanin birincil amag¢ oldugu unutulmamalidir ve ¢ok hizli bir iyilesme

beklenmemelidir (Stanway et al; 1992).

Homeopatik Tedavinin Avantajlar
1. Homeopatik ilag dogru segildiginde etkili ve glvenli bir tedavi saglanir, hatta
gebelerde ve ¢ocuklarda da herhangi bir yan etkisi olmadan kullanilabilir. Ayrica diger
tedavi yontemleri ile birlikte kullanildigi zaman istenmeyen bir etki olusturmaz.

2. Homeopatik ilaglar dogal maddelerden elde edilirler.

174



3. Homeopati immun sistem ve viicudun dogasi ile uyum iginde calisir. Bazi allopatik
tedavilerde oldugu gibi vicudun dogal sistemini baskilamazlar ve bagimhhk
yapmazlar.

4. Homeopatik tedavide hasta bir bitiin olarak degerlendirir. Bu nedenle sadece
semptomlara degil asil sebebe yonelik bir tedavi saglanir.

5. Homeopatik ilaglar bedenin kendi iyilestirici glicini uyaracak en kiglk dozlarda
verilerek etkinliklerini ortaya ¢ikarmaktadirlar.

6. Diger tedavilerle karsilastirildigi zaman ekonomik olabilmektedir (Ozyurtlu ve Aslan;

2007, Akgay ve ark; 2014).

Tarantula insan sagliginda 1950 yillarinda kullaniimistir. Ozellikle yanik, pistiil, apse, ektima,
ekzema, cicek vb gibi hastaliklarda kullaniimistir. Alkolde masere edildikten sonra Alman
Homeopatik Farmakopesine gore potentizasyonu yapilan ve enjektabil bir ilag olan Tarantula

cubensis (Theranekron) son yillarda birgok ¢alismada yeniden kullaniimistir.

Tarantula Cubensis Ekstraktinin Kullanimi ile ilgili galismalar

- Ulkemizde yapilan bir ¢alismada Tarantula cubensis ekstratinin (Theranekron, 1:100/D2,
Richter Pharma, Avusturya) koyunlardaki bazi serum enzimleri, iz elementler ve
kardiovaskiiler sistem (izerine olan etkilerini incelemek amaciyla 7 koyuna (6 aylk, 35+10 kg)
Theranekron 3 ml dozunda subkutan olarak uygulanmiglar, serum (re, kreatinin, ALT, ALP, G-
GT, LDH, Ca ve P seviyelerinin arttigi ve Total Protein, Mg, Cu, Fe, Zn ve Se seviyelerinin
azaldigi belirlenmistir. Threnekronla tedaviden sonra kardiovaskiler system Uzerine gorilen
onemli sonuglar kan basincinin artmasi ve EKG uzerindeki degisimlerdir. Theranekron
tedavisinin koyunlarda yan etkileri olabilecegine ve Theranekronun etkinligi lzerine daha

fazla calisma yapilmasi gerektigine karar verilmistir(Gonal ve ark; 2015).

-Glltiken ve Vural, 2007; GCalismalarinda kopeklerde malign meme timorlerinde
Theranekron® uygulamasiyla meme tiimériin sadece sertliginin azaldigini, postoperatif
enjeksiyonda ise tekrar olusumlari engellediklerini tespit etmis, Theranekron apoptosis

artirmakta meme timorinde hiicre proliferasyonunu azathigini bildirmislerdir.
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-Képek papillomatozun tedavisi amaciyla istanbul ve Adana'da yaslari 0.6 ve 16 arasinda
toplam 30 kopek Ulzerinde Tarantula cubensis, levamisol + azitromisin calisildi. Amag
homeopati ve ilag tedavisi ile izoterapinin klinik sonuglarini arastirmakti. Sigillerden 0.2-0.5
cm’lik 6rnekler kanamadan alindi ve 5 mL de kanistirildi. Etil alkol (% 96) 4 dakika boyunca ve
aralikli olarak her 2 saatte bir ¢alkalayarak +4 derecede tutuldu ve icinde birakildi. Her biri 10
kopekten olusan gruplarda izoterapi ve Tarantula cubensis zehiri kullanildi. 6 kdpekte
levamisol + azitromisin kullanilmistir. Dort képekde ise ila¢ kullaniimadi. Teshis amaciyla
klinik muayeneye histo-patolojik inceleme ile dogrulandi. Homeopati ile izoterapi sonrasi 10
kopekten dokuzu (% 90) tedavi edilirken, Tarantula cubensis ile 10 kopekten 3'U (% 30),
levamisol + azitromisinli 6 kopekten 2'si (% 33) 4 kontrol kopeginin higbiri (% 0) tedavi

edilemedi(Tekelioglu ve ark; 2017).

-Benzer yapilan calismada 3 kdpekte sadece Tarantula cubensis extrakti ile 2ml 10 kg canli
agirligina hafta 2 kez uygulamiglar 3 kopekte 2. Haftada iyilesme saglandigini bildirmislerdir.
Diger kopeklerin ise 3. Haftada iyilestigi bildirilmistir(lcen ve ark; 2011).

-ineklerde ise Cam ve ark, 2007; calismalarinda papillomas’un tedavisinde T cubensis

venom’u kullanarak lezyonlarin kuruyarak, kiiglilerek azaldigini bildirmislerdir.

-Yapilan bir arastirmada deneysel olarak indiklenen sicanlarda kolon kanserinde Tarantula
cubensis'in alkolik ekstrakt (TCAE) ve Nerium oleander distilati (NOD, Zakkum) etkilerini
belirlemek amaciyla kolon Anormal Kriptal Odaklar skoru(ACF), serum sytokinaz(Tumor
Nekrosiz Faktér(TNF-)-o, interleukin (IL)-2, IL-6, I1L-10), Prostaglandin E2, Oksidatif
parametreler(malondialdehit, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutahin  peroksidaz)
degerlendirildi. Kontrol grup (n = 8), Kolon Kanser grubu (CC, n = 10), CC + TCAE grubu (n =
10), ve CC + NOD grubu (n = 10). Kontrol grubu harig, kalan siganlar iki hafta boyunca haftada
bir kez azoksimetan (15 mg / kg, SC) verilerek kolon kanseri olusturuldu. TCAE haftada bir kez
0.2 mL / kg (SC) 'de uygulandi ve NOD su iginde verildi. Patolojik ve kan degerleri sonucunda,
TCAE ve NOD uygulamalarinin kolon kanseri tedavisinde yararli olabilecegi belirtilmistir(Er ve

ark; 2019).
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-Sigirlarda mavidil hastaliginda oral lezyonlarin tedavisinde Tarantula cubensis ekstratinin
1:100/D2 (Theranekron®, Richter Pharma, Austria) etkinligi degerlendirilmistir. Mavidil
hastaligi bulunan 9 holstayn sigir calismada kullanildi. Ates, istahsizlik, akut agrili ve kanamali
agiz lezyonlari ve topallik bulgulari vardi. Tedaviye serolojik sonuglar beklenmeden baslandi.
Klinik olarak hasta 6 sigir tetracycline, flunixin meglumin ve Tarantula cubensis ekstrakt
(Theranekron) ile tedaviye alindi. Diger hasta 3 sigir ise kontrol olarak Theranekron’suz ayni
tedavi kiriine alindi. Yirmidort saat sonra tedavi grubunda kontrol grubuna kiyasla daha hizli

re-epitelizasyon ve viicut i1sisinda normale donis gorilda (Albay ve ark; 2010).

-Diz ve ark; 2012; Sap tedavisinde bir gruba yalniz Therenekron uygulamasi, bir gruba klasik
tedaviyle gunliik olarak fluniksin meglumin, oxytetracycline uygulamasi, ayak ve agiz
lezyonlarinin %10 Sodyum bikarbonat ile yikanmasi, antibiyotikli sprey uygulanmasini tg glin
streyle uygulamis, Gglincli gruba ise klasik tedavi ve Therenekron uygulamislardir. Klasik

tedavi yaninda Therenekron uygulamasinda daha hizl bir iyilesme saglandigi bildirilmistir.

-Benzer bir calismada Lotfollahzadeh et al, 2012; Sap hastaligina yakalan ineklerde
Theranekron® kullanarak viicut sicakhginin hizla diistigiing, agiz lezyonlarini hizla iyilestigini

bildirmistir.

-Retensiyo skundinarum sekillenmis ineklerde Theranekron ve UT Fort’un etkinliginin
arastirilmasi amaciyla Kars, Kayseri ve Diyarbakir illerinde normal dogum sonrasinda
Retensiyo-Secundinarum sekillenmis 35 inek kullaniimis ve inekler anamnez bilgisi dahilinde
dogum sonrasinda 24 saat iginde yavru zarlarini atmadiklarini klinik muayene sonrasinda
tespit ettikten sonra 3 gruba ayrilarak farkli tedavi protokolli uygulanmistir. Grup A (n=12)
Theranekron Tarantula cubensis 3 giin, Grup B (n = 11) 3 oblet (UT Forte (Clortetracycline-
HCL 500 mg, Vit-A 100,000 IU, Richter Pharma)) intrauterin 3 giin Grup C (n = 12)
Theranekron 10 cc sc ve UT Forte Oblet IU, 3 glin uygulanmistir. Dogum sonrasindan 72 saat
sonra yavru zarlarl manuel olarak degerlendirildi. involiisyonun 35 ve 45 giinlerinde serviks
cap! (kuguk, orta ve buyuk: 3.5, 3.5-5.0 and > 5.0 cm sirasiyla) kornu uterinin ¢api (kiguk,
orta and baylk: <3.5, 3.5-5.0 ve > 5.0 cm sirasiyla), ayrica servikal akinti miktari da
degerlendirilmis ve yavru zarlarinin atilmasi takibinde invollsyon periyotunun uzunlugu ve ilk

Ostrus goriilme zamani Grup C den Grup A ve Grup B’ye gore daha kisa(P < 0.005, P < 0.03),
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ve ilk tohumlamayi takiben gebelik oranlari Grup A (%33.3) ve Grup B, (%37.1, ve Grup C
(%50.0) olarak bildirilmistir (Gurbulak ve ark; 2010).

-ineklerde postpartum ddnemde uygulanan Theranekronun rejenerasyon, rezorpsiyon,
antifilojistik ve demarkasyon saglayici etkisinden yararlanilarak retentio secundinarium,
vaginal akinti ve uterus involusyonuna etkisi arastiriimigtir. Calismada 1. gruptaki ineklere
(n=23) dogum yaptigi glin (0. glin), postpartum 10 ve 20. glinlerde Theranekron, 2. gruba
(n=20) ise ayni glnlerde plasebo uygulandi. Calismada, retentio secundinarium goérilme
orani Theranekron uygulanan ineklerde %4.3 ile kontrol grubu ineklere (%20) gore daha
disiik diizeyde gorilmistir. ineklerde Theranekronun vaginal akinti siddetini azalttig
saptamiglardir.  Yapilan ultrasonografik ve rektal muayene sonucunda; Theranekron
uygulanan ineklerde postpartum 10. glin (p<0.01) ve 20. giinlerde (p<0.001)uterus
involusyonunun kontrol grubu ineklere gore daha hizli sekillendigi belirlenmis ve ¢alismanin
sonucunda Theranekronun postpartum donemde retentio secundinariumun engellenmesi,
patolojik vaginal akintilarin azaltiimasi ve uterus involusyonunun hizlandirilmasi amaciyla

kullanilabilecegi bildirilmistir(Kagar ve ark; 2007).

-Subklinik ve klinik mastitisin tedavisinde Theranekron ve Theranekron-intramammal
antibiyotik kombinasyonunun iyilesme orani Gzerine etkisi arastirildi. Calismanin materyali
olarak, subklinik (Grup S) ve klinik mastitisli (Grup C) 63 Holstein irki inege ait 177 meme lobu
kulllanildi. Subklinik mastitisli meme loblari; Theranekron (Grup S1) ve kontrol (Grup S2)
grubu olarak iki alt gruba, klinik mastitisli meme loblari ise; Theranekron (Grup C1),
intramamal antibiyotik (Grup C2), Theranekron +intramammal antibiyotik (Grup C3) ve
Theranekron ¢ift doz uygulama (Grup C4) grubu olarak 4 alt gruba ayrildi. Bltiin meme
loblarindan tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi CMT, SHS ve bakteriyolojik muayene amaciyla siit
ornekleri alindi. Tim gruplarda tedavi Oncesi ve sonrasi Olglilen CMT skorlari Wilcoxon
Signed Ranks test ile, SHS degerleri ise Paired Sample T-test ile karsilastirildi. Tim tedavi
gruplarinda (S2 grubu harig), CMT skorlarinda diistis belirlendi (p<0.05). Tedavi uygulanan
klinik mastitisli C1, C2, C3 ve C4 gruplarinda SHS degerlerinde diists gorildi. C2 grubu harig
SHS degerlerindeki dusts istatistiksel olarak anlaml bulundu (p<0.01). Tedavi uygulanan S1
grubunda SHS degerlerinde dusts (p>0.05), S2 (Kontrol) grubunda ise yukselis belirlendi

(p<0.0.5). Galismanin sonucunda, klinik ve subklinik mastitislerin tedavisinde, Theranekron
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D6 formunun SHS dislrilmesinde etkili oldugu, uygun intramammal antibiyotik tedavisi ile
kombine edildiginde tedavi basarisinin arttigi belirlendi. Ayrica, Theranekron’un &zellikle
subklinik mastitislerin tedavisinde sitte kalinti birakmamasi nedeniyle ekonomik anlamda da
oncelikli alternatif bir tedavi olabilecegi kanaatine varildigi bildirilmistir(Gurbulak ve ark;

2014).

-Mastitis-Theranekron arastirmanin devaminda vyapilan ¢alismada, mastitis tedavisinde
meme i¢i antibiyotik yerine homeopatik bir ilag (Tarantula cubensis D6) kullaniminin finansal
etkisine bakilmis, mastitis tedavisinde, SHS degerlerini disiirmesi bakimindan homeopatik
ilag ile meme igi antibiyotik uygulamasinin etkinligi arasindaki fark istatistiksel olarak énemi
vurgulanirken (P>0.05) mastitisin toplam tedavi maliyeti homeopatik ilag grubunda 19
TL/bas; meme ici antibiyotik grubunda ise 119,31 TL/bas olarak gergeklestigi bildirilmistir.
Homeopatik ilacin SHS'ni disirmedeki etkinligi yaninda finansal agidan da meme igi
antibiyotiklere alternatif olabilecegi ve sahada mastitis tedavisinin maliyetini distrebilecegi

sonucu aktarilmistir (Akgay ve ark; 2014).

Sonug olarak; Tarantula Cubensis ekstrakti ile ilgili ¢alismalar ve klinik kullanim alanlari ¢ok

fazla ve farkl alanlarda da gerek bilimsel olarak gerekse sahada devam etmektedir.
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Dioksin: Cevremizdeki Tehlike
Giil Banu Cicek BIDECI
ilge Tarim ve Orman Miidiirliigi, Devrekani, 37700 Kastamonu, Tiirkiye

Ozet: Dioksin terimi ‘kalici organik kirleticiler’ sinifindaki ‘dioksin ve furan’ bilesikleri igin
kullanilan  genel bir terimdir. Dioksinler, poliklordibenzo-p-dioksin (PCDD) ve
poliklordibenzofuran (PCDF) grubu bilesikleri igerir. Bu bilesikler yiiksek toksisiteye sahip
organik klorlu maddelerdir. En zehirli olani 2,3,7,8 tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)’dir.
Cok dusuk miktarlari bile cevrede tahribata ve insanlarda énemli saghk problemlerine yol
acabilirler. PCDD ve PCDF’ ler analitik standart ve arastirma materyalleri olarak kullanimi
harig, hicbir zaman ticari amagla tretilmemislerdir; bunlar bazi klorlu kimyasal bilesiklerin
imali sirasinda yan  Urlin ve organik materyallerin yakilmasi sonucunda istenmeyen

kirleticiler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar.

insanlar ve hayvanlar, baslica giinliik besinleri araciligiyla dioksine maruz kalirlar. Koyun, inek
veya tavuk gibi besin degeri olan hayvanlar tarafindan, yemlerle birlikte kirlilik halinde alinan
dioksinler, hayvanlarin yag dokusunda birikirler. Ayni durum, dioksinle bulagmis sularda
yasayan baliklarda da ortaya c¢ikar. Bu durumdaki hayvanlari tiiketen insanlarda, dioksin
birikimi, sakincali boyutlara degin ulasabilir. Uzun siire dioksin ve benzeri kimyasallara maruz
kalinmasi, canlilarda o6nemli saglk problemlerine sebep olabilir. Zira, dioksinlerin,
kanserojen, mutajen ve teratojen etkileri mevcuttur. WHO (dlinya saglik 6rguti) dioksinler

icin glnllk tolere edilebilir dizeyi 1-4 pg/kg olarak belirlemislerdir.

Cevre kirleticilerinden olan, yasamimizi tehdit eden, toksik olan dioksinlerine karsi gerekli
onlemlerin alinmasi sarttir. Mevcut dioksin kirliligin belirlenmesi halk saghg agisindan bir
zorunluluktur. Belirlenen kirlilige karsi stratejik planlara ve dioksinli bilesiklerin viicuttan

atihmin etkisiz hale getirilebilmesi i¢in de yeni arastirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Dioksin, insan ve Havyan Sadhdi, Klorlu Kimyasal Bilesikler, Maruziyet,

Yem.
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Dioxin: Danger Around Us

Abstract: The term dioxin is a general term for the 'dioxin and furan' compounds of the class
'persistent organic pollutants'. Dioxins include polychlorinateddibenzo-p-dioxin (PCDD) and
polychlorinateddibenzofuran (PCDF) group compounds. These compounds are organic
chlorinated substances with high toxicity. The most toxic is 2, 3, 7, 8 tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD). Even very low amounts can cause environmental damage and significant
health problems in humans. PCDD and PCDF have never been produced for commercial
purposes, except for use as analytical standards and research materials; they are produced
as unwanted pollutants by combustion of by-products and organic materials during the

manufacture of certain chlorinated chemical compounds.

Humans and animals are mainly exposed to dioxins through their daily diet. Dioxins
accumulate in the adipose tissue of animals. Like sheep, cows, chickens. These animals are
exposed to toxin by eating food contaminated with dioxin. The same situation occurs in fish
living in dioxin-contaminated waters. In humans consuming such animals, the accumulation
of dioxins can reach up to unfavorable dimensions. Dioxins and similar chemicals may cause
significant health problems in all creatures which are exposed to these for a long time.
Because dioxins possess effects carcinogen, mutagen and teratogen. World Health

Organization (WHQO) determined the daily tolerable level for dioxins as 1-4 pg / kg.

Necessary measure should be taken against dioxins which are environmental pollutants,
which are life-threatening and toxic. Determination of available dioxin pollution is a
necessity for public health. There is a need for strategic plans against the identified pollution

and also new research is needed to neutralize excretion of dioxin compounds from the body.

Keywords: Animal and Human Health, Chlorinated Chemical Compounds, Dioxin, Exposure,

Feed.
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Giris

Dioksinler genel anlamda organik klorlu bilesiklerdir. Dioksinlerin genel olarak cevresel
kirletici olarak ele alinmalarinin nedeni klor ihtiva eden Uretim slregleri veya bunlarin
yakilmasiyla yan Griin olarak ortaya ¢ikmalandir. 2,3,7,8-TCDD olup, adi gegen bilesiklerin,
zehirliliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda, model olarak kullaniimaktadir.
Cevrede dioksinlerin varhigi ve direnci ile kimyasal ve fiziksel &zellikleri gida zincirinde
dioksinin birikmesine sebep olur. insanlar dioksinlere %90’dan fazla oranda hayvan yaglari
ihtiva eden gidalar tliketmek yoluyla maruz kalmaktadirlar. Dioksin ve benzeri bilesiklere
maruz kalinmasi sonucu olusan yan etkilerin basinda; kanser, gelisme bozukluklari, wasting
sendromu, lenfoid ve gonodal atrofi, kloroakne, hepatotoksisite, immunotoksisite,

nérotoksisite ve kardiyotoksisitenin geldigi belirlenmistir.

Bu bildiride dioksinlerin kaynaklari, toksik etkilerinden ve toprak, hava, su ve besinlerde ki bu
kirleticiyi tespit etme yollarindan bahsetmek istiyorum. Cevremizde hemen her yerde
bulunabilen dioksin, 1.sinif karsinojen sinifindadir. Bende dioksinlere ve dioksinlere

maruziyet sonucu sekillenebilecek tehlikenin boyutlarina dikkat ¢cekmek istiyorum.

Bildiri igerigi

Dioksin olarak adlandirilan Poliklorludibenzo-paradioksinler (PCDD) iken, dioksin ve benzeri
grupta poliklorludibenzofuranlar (PCDF, furan) ve poliklorlubifeniller (PCB) yer alir. Bunlar
benzer yapiya sahiptir. 2 benzen halkasinin 3 farkl sekilde birlesmesi sonucu olusur. Farkh
oranda klor igerirler. Bu kimyasallardan klorun farkli pozisyonlarda olmasi sonucu 75 farkl
dioksin, 135 furan ve 209 farkli PCB ¢ikar. Dioksinlerin 7 tanesi yliksek derecede zehirlidir.
135 furandan 10 tanesi, 209 pcb den 11’ i dioksin benzeri zehirlilige sahiptir. Dioksin kelimesi
kullanilinca genellikle bu 28 ¢esit maddenin etkinligi anlasilir. Bu bilesikler 4 ya da daha fazla

klor atomu igerir.

Dioksinlerin Genel Ozelikleri:

e Ug halka yapisinda.

o Ticari olarak Uretilmezler.

e Klorlu kimyasal bilesiklerin imali sirasinda yan Griin olarak.
e Organik materyallerin yakilmasi sonucunda sekillenir.
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e Suda ¢ok az ¢oziinir. Yagda iyi ¢ozlinen bilesiklerdir.

o Metabolik ve ¢evresel yikimlanmalara dayaniklidir.

e Dogada kararli durumda bulunurlar.

e Yiksek derecede zehirlidirler.

e Genis yayllim alanina sahiptirler.

e (Cevresel Kirleticilerdir.

e Besin zincirine kolaylik ile girebilir.

e Yarilanma 6mrQ, insanda 7-8 yil, sigirda 4-5 ay, farelerde 12-30 giinddir.
e Diinya saglk orguti tarafindan 1. Sinif kanserojen sayilmistir.

e insan icin giinliik tolere edilebilir doz 1-4 pg TEQ/kg.

Dioksin ve benzeri bilesiklerin en zehirlisi dioksin grubunda vyer alan, 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD) olup, dioksin ve benzeri maddelerin zehirliliklerinin
belirlenmesinde, model olarak kullanilir. TCDD’ye gére diger dioksin tiirevlerinin zehirliligi
belirlenir. Buna gore her bir bilesik bir toksisite denklik faktoériine sahiptir. Toksisite denklik
faktori (Toxicity Equivalance Factor, TEF) TCCD’nin degeri 1 esas alinarak hesaplanir. Karisim
halinde bulunan bilesiklerin zehirliliklerini ifade etmek igin Toplam Dioksin Toksik Esdegeri

(TEQ) kullantlir.

TCDD'in sentezi ilk olarak 1872 yilinda gergeklesmistir. 1957 yilinda Fabrika kazasinda
calisanlarda deri hastaligi sekillenmesi ile (Klorakne) ile baglantisi kurulmustur. Bu zamana
kadar bir laboratuar meraki olarak kalmistir. Bu senelerden itibaren zehirliligi bilinmektedir.
Japonya’da ilk olarak varhgi, 1979 yilinda belediyenin yakma firinlarindaki kiillerde tespit
edilmistir. Cevredeki dioksin dlzeyleri 1940’li yillarda belirgin bir atis géstermistir ve 1970’li
yillarda pik dizeye ulasmistir. Bu gelismeler klor kimyasinin isleme sokulmasi ile paralellik
gOsterir. 1940 ve 1950’li yillarda TCDD ile kirlenmis herbisitleri ireten fabrikalarda galisan
isciler de dioksin ile meslek geregi maruz kalma saptanmistir. Vietnam savasi savasinda sivil
ve askerlerin Agent Orange Bilesigine maruz kalmasi, Missousi’de dioksinle bulagmis artilarin
cevreye yayllmasi blylk topluluklari da dioksine maruz birakmistir. Bu ve bunun gibi

sekillenen olaylar sonucu dioksinler dikkat cekmistir.
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Dioksin ve Benzeri Bilesiklere Maruz Kalma Yollar

1. Yanma Esnasinda Oluganlar: Evsel atiklarin, komir, odun, petrol Grinlerinin sentetik
yagh maddelerle kaplanmis maddelerin, transformator yaglarinin ve klorla beyazlatilan
Urlinlerin yakilmasi, demir-gelikte cevherin islenmesi ve eritilmesi esnasinda, yanginlar
sonucunda, dioksinler sekillenebilir. Yiksek sicakhigin etkisi ile klorlu bilesikler oksijenle

birleserek dioksin olusturur.

2. Endiistriyel islemler Sirasinda: Klorla beyazlatma islemleri, (Klorla beyazlatma islemi),
pestisit Uretiminde klorofenollerin olusmasi esnasinda, metalurji ve orman Urinleri Gretim

fabrikasi ¢alismalarinda olusur.

3. Hayvansal Gidalar ve Sularda Dioksin: Dioksin ile kirlenmis sularda sularda yasayan
baliklara, kaba yemle beslenen hayvanlarin etine ve sitline dioksin gecebilir. Toprakta ve
organik maddelerde birikirler. En fazla kirlenen gidalar deniz Urlinleri, ylksek oranda yag

iceren et ve et Urlinleri, yumurta, siit ve sit Grunleri, sulardir.

4. Polivinil Kloriir (PVC) Kaynakh Dioksinler: Dioksinler en fazla PVC’'nin ve PVC ihtiva
eden Urlnlerin geri donlUsimiinde, atik yakma tesislerinde yakildiginda olusur. Petrol

Urtnlerinden olusan gevre kirliligi ile de dioksin olusabilir.

Maruz Kalma Yollan

insanlar dioksin ve benzeri etkinlik gésteren bilesiklere maruz kalmasinin %95 oraninda
besinler yolu ile geri kalanini ise igme suyu, solunum yolu ve kirlenmis topraklara maruz
kalmakla olur. St ve st Grinleri, et ve et Urinleri, balik ve balik Grlnleri genel toplumun

dioksinlere maruz kalmasinda baslica kaynaklari olusturur.

Riskler:

e Atk firmlarin civarinda bulunan iftliklerden beslenen sit sigirlarindan elde edilen
sutlerde dioksin diizeyine rastlaniimistir.

e Kagit kartonlar, sivi siit Grlinlerinin dnemli bir dioksinle bulasma kaynagidir.

e Balik tiiketiminin sikhgi, TCDD diizeyini artirabilir.
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e Dioksinle kirlenmis topraklarda yemlenen tavuklarin yumurtalarinda dioksin orani
yuksektir.

Etki Mekanizmasi

Dioksinler insan ve hayvanlarin yag dokusunda birikirler. Laktasyon, aglik, stres sonucunda
kana gecerek zehirli etkilerini olustururlar. Cok diistik miktarlari bile ¢ok zehirlidir. Dioksinler
DNA transkripsiyon faktorlerinden, steroid yapili aril hidrokarbon (Arh reseptori) aracigiliile
etki gosterir. Kanser (sindirim, karaciger, gogus), gelisme bozukluklari, lenfoid ve gonadal
atrofi, doguma ait bozukluklar (kusurlu bobrek olusumu), klorakne, wasting sendromu,
immunotoksisite, norotoksisite, kardiyotoksisite, lireme bozukluklari, dogmasal anomaliler
bu bilesiklere maruz kalmanin yan etkileri olarak sayilabilir. Kanser yapici etkileri dogrudan
DNA’da mutasyon yapmalarindan ¢ok, lipid peroksidasyonunu artirmalari sonucu olusur. Bu

ylzden, kanserin gelisme evresinde, 6nemli bir etkiye sahiptir.

EPA (United States Environmental Protection Agency) tarafindan, hayvanlarda yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda, insanlarda zararl olabilecek en disiik viicut dioksin yluka, 14
ng/kg olarak belirlenmistir. Dioksin alimi, belirtilen dizeylerden ne kadar yiiksekse, kanser
riski de o kadar fazladir. Farkh tirler, dioksine karsi ¢ok farkli sekilde yanit verirler ve
insanlar, en az duyarh olanlardan biridir. Dioksin, viicuda hangi yolla girerse girsin, kan
dolasimina gecer ama sadece ¢ok kisa bir slire dolasimda kalir. Clinki dioksin, suda cok iyi
¢ozlinmez ama yagl ortamlarda ¢ok iyi ¢ozlinir. Ayrica karacigerdeki proteinlere de sikica
baglanmasi nedeniyle dioksin, yag doku ve karacigerde de birikerek, dokularda yillarca
kalabilir. Dioksin, insan viicudunda, baslica karacigerde metabolize edilerek, suda ¢oziinen
metabolitlere gevrildikten sonra idrarla atilir. Dioksin gibi kimyasallari yikimlama siireci, hem
insan, hem de hayvanlarda ¢ok yavas gergeklesir. Bu durumda, ¢ok disik dozlarda ve
tekrarlanarak alinan dioksin, kolayca ve sakincali boyutlarda viicutta birikebilir. Laktasyon,
vicuttan dioksin atilmasini hizlandiran birkag dnemli olaydan birisidir; ama bu durumda da,
bebegin bu zehirli kimyasala maruz kalmasi ile olumsuz bir etki s6z konusudur. Emzirme
stresince, anne siitlnln yaginda bulunan dioksin, anneden ¢ocuga gegmekte, hatta ¢ocuklar

vicutlarinda, annelerinden daha yiiksek derisimlerde dioksin bulundurabilmektedir.
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Tespit Yontemleri

Analiz seceneklerinin basinda “kromatografik yontemler” gelmektedir. Hekzan, petrol eteri
ve metilen klorlr gibi ¢ozliciler kullanilarak, pestisidlerle birlikte, biyolojik 6rneklerden
karigimlar halinde ekstrakte edilirler. PCB c¢esitlerinin biyolojik ortamdan ekstrakte
edilmesine, kimliklerinin saptanmasina ve diger pestisid kalintilarindan ayirt edilmesine
yarayan baska ydntemler de vardir: ince tabaka (iTK) ve ters ydn kagit kromatografi
yontemleri kullanilarak, OK’lu pestisidlerle PCB’lerin, ancak bolimsel bir ayrimi saglanabilir.
PCB kalinti analizlerinde dogrulama testleri, genellikle gaz kromatografi/kiitle
spektrofotometri (GC/MS) kombine yontemi ile yapilmaktadir. Analizlerde ¢ok sayida
bilesigin ayrimi ve tanimlanmasi igin ¢ok sayida referans standartlarin kullaniimasi durumu
oldugundan, bu yontem kombinasyonu ile yeterli duyarlikta miktar &lgimi
yapilamamaktadir. Yiksek ¢6ziilim saglayan, kapiller kolonla donatilmis gaz kromatografik

yontemlerle yapilan analizler uygundur.

Yasal Diizenlemeler

Son vyillarda, endistrinin gelismesi ile birlikte ¢evreye yayilan dioksin ve benzeri bilesik
diizeylerinde ¢cok dnemli artiglarin gergeklesebilecegi ve bu artiglara bagli olarak basta kanser
olmak Uzere insan saghgi acisindan ciddi saglik riskleri olusabilecegi dislinilmektedir. Bu
nedenle Diinya Saglk Orgiiti (DSO) tarafindan 1990 yilinda yapilan bir toplantida 2,3,7,8-
TCDD igin Tolere Edilebilir Gunlik Alim miktari (TDI); 10 pg/kg olarak belirlenmistir. Ancak,
daha sonra yapilan pek ¢ok arastirma; bu bilesiklerin uzun siireli alinmalari ile viicutta
biriktigini ve belli bir siire sonra zehirli etkilere yol agtigini ortaya koymustur. Bu nedenle,
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 1998 de, dioksin ve benzeri bilesiklerin Tolere Edilebilir
Gunluk Alm miktari; 1-4 pg TEQ/kg olarak yeniden diizenlenmistir.

Ulkemizde Durum

PCB’ler 1973 yilinda sanayide kullanimi kisitlanmis ve 1 Ocak 1996 tarihinde ise agik
sistemlerde kullanimi tamamen yasaklanmistir. Bunun yaninda 29.12. 2011 tarih ve 28157
sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tirk Gida Kodeksine (Teblig no: 2002/63) gére bazi besin
maddelerinde bulunmasina izin verilen dioksin, furan ve PCB’lere ait kabul edilebilir en
ylksek degerler belirlenmistir. Buna gore et ve et rlnlerinde dioksinlerin toplami sigir tiri
hayvanlar ve koyun, keci Grinleri icin 2,5 pg/g yag, kanath hayvanlar icin 1,75 pg/g yag,
domuz trtinleri i¢in 1,0 pg/g yag olarak belirlenmistir.
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Sonug

Elazig ve Cevresinde tiketilen tereyaglarinda Dioksin ve Dizeylerinin arastiriimasi sonucu
Osman (Ciftgi, 2008) 20 adet tereyag numunesinde toksik esdeger konsantrasyonunu
ortalama 0,0128 pg/ TEQ/g olarak hesaplamistir. Analizi yapilan tereyagindan 70 kg olan bir
insanin giinde 25 g yemesi sonucu, 4,92 pg TEQ/g olarak hesaplanmistir. Bu deger DSO
tarafindan 1-4 pg TEQ/g dan ¢ok ylksektir. Ayni sekilde yapilan iki arastirmada 0,0011 pg
TEQ/g olarak bulunmus olup, bulunan degerden cok dustktir. Bakoglu ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir calismada da Kocaeli ve Cevresinde hava ve toprakta dioksin diizeyleri

yiksek bulunmustur.

Bu g¢alismalardan yola gikarak, dioksin kirliginin tespit etmek icin ¢cevrede ve gidalarda daha
fazla arastirmaya ve rutin kontrollere ihtiya¢ oldugu aciktir. Halk saghgini adina, basta
gocuklar olmak Uzere dioksin ve benzeri drlnlerin zehirli etkilerinin &nlenmesi
gerekmektedir. Bu nokta da risk bolgeleri tespit edilmeli, bu bolgelerde bu konuya daha
dikkatli yaklagiimalidir. Viicuttaki Dioksinlerin atihmini etkisiz hale getirmek igin yeni

arastirmalar yapilmalidir.
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Farkli Saklama Kosullarinda Muhafaza Edilen A, D, E Vitaminlerini iceren Bazi Veteriner

Miistahzarlarinin Etkin Madde Diizeyleri

Ali BILGILI* Onur ALACIK?

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye
*Tarimsal ve Kirsal Kalkinmayi Destekleme Kurumu, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Bu calisma kapsaminda, veteriner hekimlerce yaygin sekilde kullanilan A, Ds, E,
vitaminlerini iceren benzer kombinasyonlara sahip ilaglarin farkli saklama kosullarinda etkin
madde diizeylerinin degisimleri istatistiksel veriler isiginda degerlendirildi. ilaglarin
prospektislerindeki saklama kosullari birbirinden farklilk géstermesinden dolayr bu tir
ilaglarin prospektislerinde bulunan farkh bilgilerin ortadan kaldirilmasi amaciyla en uygun

saklama kosulunun bulunmasi hedeflendi.

Bu amagla 1 ml’de 500.000 IU vitamin A, 75.000 IU vitamin D3, 50 mg vitamin E iceren
kombinasyonlarin, A, D, E vitaminlerinin farkli saklama kosullarindaki etkin madde
degisimlerinin analizleri gergeklestirildi. Acilmis ve kapali spesiyalitelerdeki calismada;
25°C’de karanlikta ve aydinhkta ayrica +4°C’'de buzdolabinda bekletildi, ilaglar dogrudan tek
bir ilag deposundan temin edildi. ilaglarin son kullanma tarihi, seri numarasi gibi tanimlayici
bilgileri kaydedildi. 3 ayri firmadan alinmis ve her firmaya ait 3 farkl seri numarasina sahip
spesiyaliteler 0. glin ile birlikte agilarak her bir ortam igin 3 ayri numuneden alinan 6rneklerin
analizi gergeklestirildi ve bu analizler 7. giin, 14. giin, 28. glin ve 56. glinde gergeklestirildi.
Vitamin A, vitamin D3 ve vitamin E analizleri giincel Amerikan Farmakopesi’'nden (USP 32-NF
27, 2009) alinan metotlar ile tek bir metoda indirgenerek modifiye ve valide edilen tek bir
yontem ile YBSK’de dlgiimleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler miktar tayini hesabina gore
hesaplanarak elde edilen bu degerler istatistiksel olarak SPSS ile degerlendirildi. Verilerin
dagihmi Kolmogorov Simirnov testi kullanilarak belirlendi. Carpik dagilim gosteren veriler,
logaritmik donlisiim yontemi kullanilarak normal dagilim haline getirildi. Vitaminlerin, farkh
sicaklik ve bulundurulma (ortam) sartlarina gére zaman igerisinde gosterdikleri degisim,
bagimsiz gruplarda tekrarl 6lglimlerde varyans analizi yontemi kullanilarak degerlendirildi.

Acik siselerden ve kapali siselerden elde edilen sonuglar iki ayri baslik altinda incelendi. ilk
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olarak sabit sicakliktaki ortamda, 1si8in etkisinin incelenmesi oldu. Bu degerlendirme
sirasinda oda sicakhginda bekletilen Grinln 1s1i8a maruz kalmis ve karanlikta (kutusunda)
bekletilmis olan durumlarinin direkt 1s18in vitaminler (izerindeki etkisinin zamana gore
degisimi incelendi. Diger durumda ise karanlik ortamda sicakligin etkisinin incelenmesi oldu.
Bu degerlendirme sirasinda ise oda sicakliginda karanlikta (kutusunda) bekletilen ve +4°C’de
karanlikta (buzdolabinda) bekletilen triinlerde sicakligin vitaminler Gzerindeki etkisinin

zamana gore degisimi incelendi.

Acik siselerde yapilan ¢alismada A, Ds ve E vitaminlerindeki kayiplarin birbirinden farklliklar
gosterdigi tespit edildi. Isigin A, D3, E vitaminleri Uzerindeki etkisinin etkin madde
diizeyindeki degisimi analiz edildiginde zamana gore % oransal degisimin en fazla E
vitamininde en az A vitamininde oldugu tespit edildi. Sicakligin A, Ds, E vitaminleri tizerindeki
etkisi incelendiginde; sicaklik farkina maruz birakilan vitaminlerde, zamana gore etkin madde
dlzeyindeki % oransal degisim en fazla E vitamininde en az A vitamininde oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte 4°C’de bekletilen A ve E vitaminlerinin 25°C’lik ortamda bekletilene
oranla etkin madde diizeyindeki % oransal degisimin daha fazla oldugu tespit edildi. Kapali
spesiyalitelerde 1s18in ve sicaklik farkina maruz birakilan vitaminlerde zamana gore
degisiminin, acik spesiyalitelerdeki A, D3 ve E vitaminlerin etkin madde dizeyindeki
degisimlerine oranla ¢ok az oldugu ve kapali sisesinde bekletilen ilaglardaki A, Ds ve E
vitaminlerinin etkin madde diizeyini neredeyse korudugu tespit edildi. Uygun sartlarda kapali
spesiyalitelerinde bekletilen A, D3 ve E vitaminin iceren kombinasyonlarin etkin madde
diizeylerinin degisim oranlarinin tespit edebilmesi icin uzun dénem stabilite ¢alismalarindan
yararlanilmasi degerlendirildi. Sonug¢ olarak farkli firmalardan temin edilen ve farkli
ortamlarda bekletilen érneklerle yapilan galismalar sonucunda, ilk kullanimi takiben ilaglarin
saklanabilecegi en uygun ortamin oda sicakligl ve glines isigina maruz birakilmadan kendi
karton kutusunda saklanmasinin daha uygun olacag tespit edildi. ilk kullanimi takiben ilaglar

buzdolabinda bekletilmemeli ve direkt glines isigina maruz birakilmamalidir.

Anahtar Kelimeler: Farkli saklama kosullari, Vit A, Vit D, Vit E, YBSK.
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Active Substances Levels in Some Veterinary Preparations Containing A, D, E Vitamins

Stored in Different Conditions

Abstract: In this study, changes of the active ingredient level in different storage conditions
evaluated whereby statistical data in the drugs containing vitamin A, D3, E, which have
similar combinations, used veterinarians widely. In order to find the optimum storage
conditions have been targeted because of the eliminate of the different information in the
prospectus of such drugs due to storage conditions informations in the prospectus differ

from each other.

Aimed to investigate the active substances levels under different storage conditions for the
medicines with similar combinations containing 500,000 IU of vitamin A, 75,000 IU of
vitamin D3, and 50 mg vitamin E in 1 ml. In studies opened and closed specialties stayed at
25°C in the dark and light; +4°C refrigerated, the drugs were directly obtained from a single
drug store. Identifying information was recorded as drug expiration date, serial number. The
preparations, obtained from three different companies and bearing three different batch
numbers for each company, the first three samples of each were opened together on day
zero (0) and products analyses performed on day 7th, day 14th, day 28th and day 56th. The
analyses for vitamin A, vitamin D3 and vitamin E were performed via a single method
modified and validate by reducing the methods taken from the current US Pharmacopoeia
(USP 32NF 27, 2009) to a single method and the measurements were thus conducted via
HPLC. The obtained data are calculated according to the amount of account determination
values and this obtained values were evaluated statistically. The values are obtained,
calculated on account of the resulting assay data were analyzed by SPSS statistical analysis.
The distribution of data was determined using the Kolmogorov-Smirnov test. Showing
skewed distribution datas, has become the normal distribution method using a logarithmic
transformation. Vitamins, showed that change according to in time, different temperatures
and keep (media) the circumstances, independent groups were assessed using repeated
measures analysis of variance method. The results obtained from open bottles and closed
bottled and examined under two separate headings. First, the media in a constant

temperature, was to examine the effect of light. During this evaluation, impact of the direct
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light over the changes of the vitamins in time were analyzed exposed to light and stayed in
dark (box) which stand at room temperature. The other case was to examine the effect of
temperature in the dark. This assessment examined change over time the impact of the
vitamin products heat stored in at room temperature (in its own box) and kept in the dark at

+4°C (in its own box refrigerator).

In studies performed in opened bottles, found in losses of vitamin A, D3 and E vary from each
other. When the light effect on active ingredient level of exchange was analyzed in vitamins
A, D3, E, it was found that relative change over time as percentage % in most vitamin E and
at least vitamin A. When the heat effect on active ingredient level of exchange was analyzed
in vitamins A, D3, E, it was found that relative change over time as percent % in most vitamin
E and at least vitamin A. However relative change in the level of the substance was found
more held in +4°C vitamins A and E than held in +25°C. When we examined the variation of
the effect of the light and temperature on the vitamins A, D3 and E in closed bottles in terms
of active substances level, we found that the variation with time in the vitamins subjected to
temperature difference is much lower than the variations in the active substances levels of
the vitamins A, D3 and E in open bottles and that the active substances levels of the vitamins
A, D3 and E in the medicines kept in their closed bottles were almost completely preserved.
It was concluded that it was necessary to make use of the long-term stability studies in order
to determine the rates of change in the active substances levels of the combinations
comprising the vitamins A, D3 and E, which are kept in the closed bottles under suitable

conditions.

As a result, according to studies with obtained from different companies and with samples
placed stayed in different environments, the most suitable environment detected following
the first use of the drug would be as stored at room temperature and stored in its cardboard

box without being exposed to the solar light.

Giris

Vitamin, normal metabolik olaylarin strdiriilmesi icin gerekli olan ama genellikle viicutta

sentezlenemeyen ve bu sebeple disaridan alinmasi gereken madde olarak tanimlanir.
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Vitaminler hem beseri hem de veteriner hekimlikte en fazla suistimal edilen maddeler
arasindadir. Hiicre metabolizmasindaki gorevleri sebebiyle gerekli veya gereksiz olarak
koruyucu ve sagaltici olarak recgetelere vyazilabilmektedir. Ancak hastaligin tanisi
yapilmaksizin, asiri ve gereksiz vitamin tiiketimi bazen zehirlenmelere (vitamin A ve D’de
gibi) yol acabilecegi gibi, ekonomik yonden onemli bir yiki de beraberinde getirdigi
belirtilmistir (Kaya ve ark, 2002). Canlilarin degisen beslenme sekilleriyle, ihtiyaglari olan
vitamin dizeyleri, besinlerinden karsilanamamaktadir. Bu nedenle vitaminlerin sentetik
formlari kullanimi her gegen giin artmaktadir. Vitaminlerin isi, 151k gibi fiziki etmenlerden
etkilendigini ve etkinliklerinde degisimler yasanabilecegini calismalarda bildirilmektedir.
Ancak bu etkinlik degisiminin ne sirede ne kadar oldugu hakkinda net bir bilgi mevcut
degildir.YUzde ylz glivenli veya baska bir degisle hi¢ yan etkisi olmayan bir ilacin olmadigi
bilinmektedir. Bu durumdan 6tiird ilaglarin, yakindan izlenmesinin ve olasi olumsuz etkilerine

karsi uyanik olunmasinin gerektigi bildirilmistir (Pekmezci, 2008).

Stabilite ¢alismasi: Raf dmri boyunca etkin maddenin veya farmasdétik Grinlin kimyasal,

fiziksel, mikrobiyolojik ve biyolojik kontrolleri olarak tanimlanmaktadir.

Hizlandinlmig Stabilite Testleri: Stabilite programinin abartili saklama kosullarinin (yliksek
sicaklik ve yiiksek nem gibi) uygulanmasiyla kimyasal bozunma ve fiziksel degisim hizinin
artmasi ile yapilan galismalar olarak nitelendirilmistir (Saghei, 2014). Calismamiz kapsaminda

hizlandiriimis stabilite testleri kapsaminda isi ve 1s18in etkileri incelenecektir.

Calismanin Amaci

Piyasada degisik ambalaj formlari halinde satisa sunulmakta olan vitamin spesiyalitelerinin
ekonomik olmasi sebebiyle blylk ambalaj formlari veteriner hekimler tarafindan tercih
edilmektedir. ilk kullanimi takiben ayni siseden gerekli miktarlarda ilag, farkli zamanlarda
kullanilmaktadir.Belirli bir zaman sonra, ilaglarin tavsiye edilen sirelerde ve saklama
kosullarinda muhafaza edilmemesi sebebiyle, etkinliklerinde degisimler sekillenebilmektedir.
Ayrica vitaminlerin prospektislerinde belirtilen saklama kosulu onerileri arasinda farkhhklar
gorilmesi en uygun saklama kosulunun, nerde ve nasil olacagi hakkinda net bir bilgi

olmamasi karisikliklara neden olabilmektedir. ki; 3 ayri firmadan alinan drinlerin
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prospektislerde belirtilen saklama kosullari hakkindaki bilgiler birbirinden farkliliklar
gbstermektedir. Muhafaza sartlari Isiktan koruyunuz, serin ve kuru yerde, oda sicakliginda (
20-25 C) saklayimniz. Agilmis flakonlar kisa zamanda kullaniimalidir. Raf émri imal tarihinden
itibaren 3 yildir. Calismamizda Veteriner hekimlerce yaygin sekilde kullanilan A, D3, E,
vitaminlerini iceren benzer kombinasyonlara sahip ilaglarin farkl saklama kosullarindaki etkin
madde diizeylerinin degisimleri istatistiksel veriler 1s18inda degerlendirilerek, bu tir ilaglarin
prospektislerinde bulunan saklama kosulu 6nerileri arasinda en uygun olan saklama kosulu

tespit edilerek birbirinden farkli bilgilerin ortadan kaldiriimasi hedeflendi.

Gereg ve Yontem

ilag Mistahzarlari: Bu calisma dahilinde A, D, E vitaminlerinin etkin madde analizleri
gerceklestirildi. Piyasada en ¢ok kullanilan 3 ayri firmadan, yakin Uretim tarihli, En g¢ok
kullanilan formilasyon olan: 1 ml’de 500.000 IU vitamin A, 75.000 IU vitamin D3, 50 mg
vitamin E igeren vitamin kombinasyonlarinin, Farkli numarali serileri secildi. ilaclar dogrudan
tek bir ilag deposundan temin edildi. ilaglarin son kullanma tarihi, seri numarasi gibi

tanimlayici bilgileri kaydedildi.

Acik Siseler: Onceden belirli bir siire kapali halde, karanlikta ve aydinlikta oda isisinda ayrica
+4°C'de buzdolabinda bekletilen, 3 ayri firmadan alinmig, Her firmaya ait 3 farkli seri
numarasina sahip spesiyaliteler, 0. giin ile birlikte acilarak. Her bir ortam igin 3 ayr
numuneden alinan 6rneklerin analizi gerceklestirildi. Ayni Urlnlerin analizleri oda isisinda
karanlikta, aydinlikta ve +4°C’'de buzdolabinda bekletilerek 7. giin, 14. glin, 28. giin ve 56.

giinde tekrarlandi.

Kapal Siseler: Kapali spesiyalitelerdeki ¢alismada ise, dnceden belirli bir stire kapali halde,
karanlkta ve aydinlkta oda isisinda ayrica +4°C’'de buzdolabinda bekletilen, 3 ayri firmadan
alinmis, her firmaya ait 3 farkl seri numarasina sahip spesiyalitelerin ilk 3’er numuneleri 0.
gun ile birlikte ilk numuneler agildi. Her bir ortam igin analizi gergeklestirildi. Kalan Griinler
oda isisinda karanlikta, aydinlikta ve +4°C'de buzdolabinda bekletiimeye devam edildi 7.
glinde, 14. gin, 28. giin ve 56. glinde acilarak analizleri gergeklestirildi. Acik ve kapali

spesiyalitelerden elde edilen sonuglar 2 ayri baslik altinda analiz edildi. Bu degerlendirme
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sirasinda oda isisinda bekletilen Griinlerin 1s18a maruz birakilan ve karanlikta (kutusunda)
bekletilen hallerinin direkt 151§in vitaminler Gizerindeki etkisinin zamana gore degisimi analiz
edildi. Bu degerlendirme sirasinda ise oda isisinda karanhkta (kutusunda) bekletilen ve
karanlikta +4°C’de (buzdolabinda) bekletilen Griinlerde isinin vitaminler Gzerindeki etkisinin
zamana gore degisimi analiz edildi. Elde edilen veriler isiginda hesaplamalar yapildi.
Hesaplamalar sonucunda elde edilen degerlerin 0. giine gore etkin madde diizeylerindeki
degisimleri istatistiksel olarak degerlendirildi. Vitamin A, vitamin D3 ve vitamin E analizleri
glincel Amerikan Farmakopesi'nden (USP 32-NF 27, 2009) alinan metotlar ile tek bir metoda

indirgenerek modifiye ve valide edilmis tek bir yontem ile YBSK’de 6lglimleri gerceklestirildi.

istatistiksel Hesaplamalar: A, D ve E vitaminlerine iliskin elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirmeleri istatistik paket programi SPSS (Ver. 20) ile yapildi. Verilerin dagilimi
Kolmogorov Simirnov testi kullanilarak belirlendi. Carpik dagilim gosteren veriler, logaritmik
donistiim yontemi kullanilarak normal dagilim haline getirildi. Vitaminlerin, farkli sicaklik ve
bulundurulma (ortam) sartlarina gére zamana gore gosterdikleri degisim, genellestirilmis
dogrusal modeller (GLM) kullanilarak degerlendirildi. Bagimsiz grup ortalamalari arasindaki
farkliliklara Bonferroni diizelmesi kullanilarak bakildi. incelenen degiskenlerin agik siselerden
ve kapali siselerden elde edilen ortalamalarinin zaman gore gosterdikleri farkliliklar bagimsiz

gruplarda tekrarh 6lglimlerin varyans analizi yontemi ile incelendi.

Bulgular

Sicakhgin A, D3, E vitaminleri Gzerindeki etkisi analiz edildiginde; sicakhk farkina maruz
birakilan vitaminlerde, % oransal degisimin en fazla E vitamininde oldugu tespit edildi.
Bununla birlikte 4°C'de bekletilen E vitaminin etkin madde diizeyindeki degisimin 25°C’lik
ortamda bekletilene oranla daha fazla oldugu tespit edildi. Ayrica B firmasindaki etkin madde
diizeyindeki degisimin diger firmalara oranla daha fazla oldugu gézlemlendi. A vitaminin +4°C
ve 25°C’de bekletilerek analiz edilmesi sonucunda, etkin madde diizeyinde % oransal olarak
en az etkilenen vitamin oldugu tespit edildi. Ancak yine de +4°C (buzdolabinda) bekletilen
vitamin A’nin etkin madde diizeyi degisimi % oransal olarak 25°C'lik ortamda bekletilene

oranla daha fazla oldugu tespit edildi.
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Tablolardaki istatistikler, aritmetik ortalama ve standart sapma ile gosterildi.

Tablo 1. Acik Siselerdeki Calisma

Sabit Sicaklikta Isigin Etkisinin Arastirilmasi A (%) B (%) C (%)
Isigin A Vitamininine Etkileri KARANLIK 7,23 4,65 3,85
AYDINLIK 6,82 5,40 6,13
Isigin D3 Vitaminine Etkileri KARANLIK 12,00 9,00 8,73
AYDINLIK 10,23 11,67 9,07
Isigin E Vitamininine Etkileri KARANLIK 10,67 12,76 8,72
AYDINLIK 10,47 13,66 6,70

Firmalar arasindaki A vitaminin % oransal degisimi analiz edildiginde C firmasinda degisimin
A ve B firmalarina oranla daha fazla oldugu tespit edildi. D3 vitamin 2 farkli ortamda
bekletilmesiyle birlikte zamana goére % oransal degisiminin vitamin A ya oranla daha fazla
ancak vitamin E’ye oranla daha az oldugu tespit edildi. Bunun yani sira +4°C (buzdolabinda)
bekletilenlerin 25°C bekletilenlere oranla etkin madde diizeyindeki degisimin daha fazla
oldugu tespit edildi. Ayrica A firmasinin +4°C (buzdolabinda) bekletilenlerinde vitamin D3’lin

etkin madde diizeyindeki degisimin B ve C firmalarina oranla daha fazla oldugu géruldu.
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Tablo 2. Acik Siselerdeki Calisma

Sicakligin Etkisinin Arastiriimasi A (%) B (%) C (%)
Sicakligin A Vitamininine Etkileri 25°C 7,23 4,65 3,58
4°C 7,58 5,70 6,60
Sicakligin D3 Vitaminine Etkileri 25°C 12,00 8,99 8,73
4°C 12,60 |1042 | 6,89
Sicakligin E Vitamininine Etkileri 25°C 10,66 12,75 8,71
4°C 11,49 | 16,03 | 9,03

Kapal Spesiyalitelerdeki Caligmalar

Kapali spesiyalitelerde 1sigin ve sicakhgin A, D3 ve E vitaminleri Gzerindeki etkisinin etkin
madde dizeyindeki degisimini analiz ettigimizde; isikta ve karanlikta bekletilen ve sicakhk
farkina maruz birakilan vitaminlerde zamana gore degisimin, acik spesiyaltelerdeki A, D3 ve E
vitaminlerin etkin madde diizeyindeki degisimlerine oranla ¢ok az oldugu ve kapali sisesinde
bekletilen ilaglardaki A, D3 ve E vitaminlerinin etkin madde dlzeyini neredeyse korudugu

tespit edildi.

Tablo 3. Kapali Siselerdeki Calisma

Sabit Sicaklikta Isigin Etkisinin Arastirilmasi A (%) B (%) C (%)
Isigin A Vitamininine Etkileri KARANLIK 0,92 0,54 1,41
AYDINLIK 0,98 0,73 1,15
Isigin D3 Vitaminine Etkileri KARANLIK 1,50 1,31 1,56
AYDINLIK 0,84 1,41 1,62
Isigin E Vitamininine Etkileri KARANLIK 0,43 0,75 0,54
AYDINLIK 0,26 1,39 0,58
Sicakligin Etkisinin Arastiriimasi A (%) B (%) C (%)
Sicakligin A Vitamininine Etkileri 25°C 0,94 0,54 1,41
4°C 0,56 0,82 0,70
Sicakligin D3 Vitaminine Etkileri 25°C 1,50 1,31 1,56
4°C 1,55 1,35 1,10
Sicakligin E Vitamininine Etkileri 25°C 0,43 0,75 0,54
4°C 1,63 1,49 0,08
Tartisma

Vitaminlerin etkin madde diizeyindeki degisimlerini inceledigimiz bu c¢alismaya benzer
herhangi bir galisma bulunmadigl ve bilimsel anlamda degerlendirildiginde sinirli sayida
arastirmanin oldugu tespit edildi. Ottaway ve ark. (2008), tarafindan yapilan calismada 4
vitaminli bir vitamin kombinasyonu iceren tabletin 24,85°C ve %75 nispi nemde polietilen
plastik kaplar (LDPE) iginde 6 ay boyunca etkin maddelerindeki degisimi incelenmis ve plastik

kaplar icinde 6 ay sonra multivitamin tablet icindeki kayiplarin vitamin A’da (%44), vitamin

198



C'de (%23), vitamin B12'de (%7,7), folik asitte (%10,5) oldugu tespit edilmistir (Berry Ottaway
P. 2008). Arshad, Riasat ve arkadaslarinin (2011) ve Tavcar-Kalcher ve ark. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismalarda sicakhigin vitaminler Gzerindeki etkileri arastinlmistir. Tav¢ar-Kalcher ve
ark. (2007) tarafindan yapilan galismada E vitaminin, A vitaminden daha kararli oldugu bilgisi
verilmistir. Ancak hem sicakligin hem de 1sigin etkilerinin arastirildigi ¢calismamizda bulunan
sonuglarin bu ¢alismalardan farkliliklar gosterdigi tespit edildi. Sicakligin ve 1s1gin E vitaminine
etkisinin A vitamininden daha fazla oldugu tarafimizca bulundu. Gerald F. ve ark.’larinca
(1992) E vitaminin sogukta saklanmasi 6nerilmektedir. Ancak galismamizda bu bilgiden farkli
nitelikte bilgilere ulasiimis olup, sicaklik farkina maruz birakilan vitaminlerde degisimin en
fazla E vitamininde oldugu tespit edildi. Tekelioglu ve ark.larin (2011), vitamin-mineral
karisimlarindaki farkli streler ile inorganik ve organik minerallerin vitamin stabilitesi tGzerine
etkisini tespit etmek amaciyla yapilan arastirmasinda, vitamin konsantrasyonlarindaki
dlsUslerin, vitamin K igin 2’nci, vitamin A, tiamin ve vitamin C igin 4’linc{, vitamin E ve niasin
icin 9’uncu aydan itibaren istatistiksel bakimdan anlaml (p<0.05) degisimler oldugu tespit
edilmistir. Depolama siiresinin vitaminlerin stabilitesi Uzerindeki etkilerinin arastirildig
calismada vitamin E igin kayip oranin diger vitaminlere oranla daha dusiik (%6) oldugu,
vitamin A da ise bu degisimin %48 civarinda oldugu tespit edilmistir. Ancak bizim
¢alismamizda E vitamindeki etkin madde diizeyindeki kayiplarin diger vitaminlere (A ve D3)
oranla daha fazla oldugu tespit edildi. Nguyen Kim Hoa (2013), tarafindan 400 IU vitamin E
iceren tabletlerin sabit oda sicakliginda, 1s18a maruz birakilarak ve karanlikta bekletilen
numunelerde, 1s18in etkisi arastirilmistir. Bu calisma ile isigin E vitaminin etkin madde
dlizeyinin azalmasinda onemli bir yikici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Bizim
¢alismamizda Nguyen Kim Hoa’nun g¢alismasini destekler nitelikte sonuglar elde edildi; 1siga
maruz birakilan ve karanlikta bekletilen vitaminlerde, etkin maddenin zamana gore % oransal

degisimin en fazla E vitamininde oldugu tespit edildi.

Sonug ve Oneriler

Calismamizda kombinasyonlarin prospektislerindeki saklama kosulu onerilerindeki sicaklik
ve 15k ortamlari olusturularak, bu ortamlarda bekletilen ilaglarda etkin madde dlzeyindeki
degisimleri incelenerek en dogru saklama ortami tespit edilmeye c¢alisildi. A, D3 ve E

vitaminlerini igeren kombinasyonlarin sabit sicaklikta karanlikta bekletilen numunelerin direk
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1siga maruz birakilanlara gore daha iyi sonuglar verdigi tespit edildi. Sicakligin vitaminler
lzerinde etkisini arastirdigimiz ¢alismada ise oda sicakliginda bekletilen Grinlerdeki etkin
madde diizeyinin buzdolabinda bekletilen Uriinlere gore daha iyi sonuglar verdigi tespit
edildi. Sonug olarak farkli firmalardan temin edilen ve farkli ortamlarda bekletilen érneklerle
yapilan ¢alismalar sonucunda, ilk kullanimi takiben ilaglarin saklanabilecegi en uygun ortamin
oda sicakligl ve glines isigina maruz birakilmadan kendi karton kutusunda saklanmasinin
daha uygun olacag tespit edildi. ilk kullanimi takiben ilaglar buzdolabinda bekletiimemeli ve

direkt glines 1s18ina maruz birakilmamalidir.
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Sisteamin'in Toksik Etkilerinin Aragtiriimasi

A. Sisteamin’in Farelerde LDsg Diizeyinin Belirlenmesi

Ali Nazmi Can DOGAN? Dincer ERDAG?

Géle Devlet Hastanesi, i¢ Hastaliklari Klinigi, Ardahan
2Kafkas Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, Kars

Ozet: Bu calismada sisteaminin farelerde LDso diizeyinin hesaplanmasi amaglandi. Sisteamin,
sistein amiinoasitinin dekarboksilasyonu ile olusur. Oliimden sonra bagirsaklarda bakteriler
tarafindan sentezlenir. Sentetik olarak da elde edilebilir. Coenzim-A ile bir transmitter madde
prokirsori olan hipotaurin sentezinde gorev alir. Sistinozis tedavisinde kullanilir. Sisteamin,
orfans grubu ilaglar igerisinde yer alir. Fazla kullanilmasi zehirlenmelere neden olabilir. Bu
calismada Mus musculus albino irkina ait 2012 g agirhginda erkek fareler kullanildi. Fareler,
her grupta 10 adet olacak sekilde toplam 14 gruba ayrildi ve deney siresince ad libitum
olarak standart diyet ve ¢esme suyuyla beslendi. Sisteamin’in sirasiyla 100, 200, 300, 400,
500, 600 ve 700 mg/5 ml ticari serum fizyolojikle ¢ozeltileri hazirlandi. Her gruba sirasiyla
300, 600, 900, 1200, 1500, 1800 ve 2100 mg/kg dozda sisteamin verilmesi i¢in hazirlanan
cozeltilerden 0,3 ml hacimde im veya ip yolla uygulandi. Hayvanlar takip edildi ve 14 giin
icerisine Olen hayvanlar gruplara goére not edildi. Gruplarda 6len hayvan sayilari géz 6niline
LDso, Behrens-Kerber yontemi kullanilarak hesaplandi. Arastirma sonucunda sisteaminin
farelerde LDso, intramuskiler uygulamada 1110 mg/kg, intraperitoneal uygulamada ise 1230
mg/kg olarak belirlendi. Bu bulgularin sisteamin ile yapilan galismalarinda géz 6niine alinmasi

gerektigi onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Fare, LDsg, Sisteamin.
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Investigation of Toxic Effects of Cysteamine

A. Determinatiin of LDso Level of Cysteamine

Abstract: In this study, we aimed to determine the LDso level of cysteamine in mice.
Cysteamine is formed by decarboxylation of cysteine amino acid. It is synthesized by bacteria
in the intestines after death. It can also be obtained synthetically. Coenzyme-A is involved in
the synthesis of hypotaurin, a promoter of precursors. It is used in the treatment of
cystinosis. Cysteamine is included in the orfans group. Excessive use may cause intoxication.
In this study, 2012 g male mice of Mus musculus albino were used. The rats were divided
into 14 groups, each containing 10 in each group and fed with standard diet and tap water as
ad libitum during the experiment. Solutions of cysteamine 100, 200, 300, 400, 500, 600 and
700 mg/5 ml saline were prepared respectively. In each group, 0.3 ml volume im or ip
solutions were prepared for cysteamine administration at doses of 300, 600, 900, 1200,
1500, 1800 and 2100 mg/kg, respectively. Animals were followed and animals died within 14
days were recorded according to groups. LDso was calculated by using the Behrens-Kerber
method. As a result of study, LDsp dose of cysteamine in mice was determined as 1110
mg/kg in intramuscular administration and 1230 mg/kg in intraperitoneal administration. It
may be suggested that these findings should be taken into consideration in studies with

cysteamine.

Keywords: Cysteamine, LDso, Mouse.

Giris

Sisteamin (sisteinden olusur, sistamin ise sistinden) ve putresin 6nemli ptamainlerdendir.
Sisteamin, 2-aminoetanetiol, beta-merkaptoetilamin, tioetanolamin, markaptamin vb
isimlerle bilinir. Ergime noktasi 70-71 °C’dir. Beyaz renkli bir toz olup suda ¢ozliniir.
Sisteaminin hidrokloriir, fosfat ve yavas salinan hidrojentartarat tuzlari sentezlenmistir

(4,12).

Coenzim-A, sisteamin, pantotenik asit ve adenozin trifosfattan olusur. Pantotenik asit

viicutta pentonetat kinaz enzimiyle 4-fosforilasyona tabi tutulur. 4-fosfopantotenik asit, 4-
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fosfopentotenoilsistein sentataz enzimi yardimiyla sisteinle birlestirilip 6nce 4-fosfo-
pantotenoilsisteine, sonra fosfopantotenoil sistein dekorboksilasyon enzimiyle 4-
fosfopantoteine dondstiriliir. 4-fosfopantoteine adenil grubu aktarilarak defosfo-Coenzim
A’ya, bu madde de fosforile edilerek Coenzim-A’ya cevrilir. Sisteamin, hipotaurin Uretimine

de katilir. Hipotaurin, bir néromediatér olan taurinin 6n maddesidir (12).

Sisteamin, vlcutta sisteine gevrilebilir. Sistein, bazi ksenobiotik ve ilaglarin konjugasyonunda
rol oynayan glutasyonun yapisina girer (12,15). Bu nedenle sisteaminin antioksidan etkili

oldugu ileri stiriilmektedir (15).

Sistinozis, iki sistein molekiilinden olusan sistin adli proteinin viicutta depolanmasi ile
karakterize genetik kokenli otozomal resesif bir lizozomal hastalktir. Hastalik, 17. (17p13)
kromozomun kisa kolunda yer alan CTNS genindeki mutasyona bagh olarak ortaya cikar
(4,17). Bu gen 12 ekzon tasir. Bunlardan son 10 ekzon sistinosini olusturan 367 aminoasidi
kodlar (16). Mutasyon sonucu sistini lizozomdan sitozole tasiyan sistinosin adli protein
sentezlenemez (2,10). Sonugta hiicrelerde lizozomlar igerisinde sisteinden disiilfit baglari ile
olusan sistein kristalleri toplanir (4). Sistinin ¢ézindrlik limiti 0,1 mg/ml’dir. Bunun
Uzerindeki miktarlari disari atilamaz ve lizozomlarda birikerek hiicrelere zarar verir (4,12).
Sistinozisli hastalar diinyaya normal gelirler. Yaslari ilerledik¢e gastrointestinal semptomlar
(6rnegin, kusma, istahsizlik ve beslenme gli¢lugl gibi), siddetli biylime geriligi gorilir.
Hastalik goz, tiroid bezi, gonadlar, pankreas, kaslar, kemik iligi, karaciger, sinir sistemi
(beyin), akciger ve kemikler gibi diger organlari etkileyebilir (2,10). Nefropatik sistinoziste
politiri, polidipsi, dehidratasyon, kilo kaybi, rasitizm (D vitamine direngli) ve asidoz gelisir.
Kalitsal Fanconi sendromunun en sik gorilen nedenidir (2,10,14). Eger hastalik geg teshis
edilir ve tedavi uyglanmazsa, 6-12 aylk bebeklerde bobrek yetmezligi baslar ve 10-12 yasina

kadar ileri derecede bobrek yetmezligine dontistr (1,2,4,17).
Sistin kristalleri kornea ve konjuktivada biriktigi igin hastaligin erken déneminde fotofobi

gorilir (10). Sistinozis hastalarda okiiler semptomlar 16 aylikken gorilmeye baslar ve

giderek ilerler (4). Keza hastalarin derisinde pigmentasyon yetersiz olup, derinin rengi acik,
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sarl ve soluktur. Sistinoziste 6lim nedeni bobrek yetersizligi veya elektrolit denge

bozukluklaridir (10).

Hastalik, sistin kristallerinin kemik iligi, lenf dGgumleri, konjunktiva ve rektal mukozada
gosterilmesiyle teshis edilir (2,10,14,). Korneada sistin birikimi hastaligin ayirt edilmesinde
kullanilir (2). ileri derecedeki bobrek yetmezligini 6nlemek icin hataliga erkenden tani

konarak sisteamin tedavisine baslanmak biiyik 6nem arz eder (1,2,14,17).

Sisteamin, sistinozis tedavisinde kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan orfans bir ilagtir.
Tedavide oral veya gbze damlatilarak uygulanir. Maksimum dozu 1,95 g/metrekare/gtindir.
Hastalara 1,05 g dozda oral yolla uygulanan baz sisteamin, 1,4 saatte plazmada pig
konsantrasyonuna (4 mikrogram/ml) ulasir (11). Lizozomlara girer. Sistini, sistein ve bir
distlfit olan sistein-sisteamine gevirir (12). Bunlar hasarsiz tasinma sistemleri ile lizozomlar

disina gikarilirlar (4).

Sisteamin uygulanan hastalarin 6nemli bir kisminda (% 30-40) ciddi yan etkiler gorilir. Bu
yan etkiler arasinda uygulama vyerlerinde tahris, agiz kokusu, kusma, bulanti, mide agrisi,
ishal, istahsizlik, dispepsi, gastro-enterit, gostro-intestinal Ulser ve kanama, I6kopeni, alkalen
fosfata enzim dlzeyinde yikselme, bas agrisi, kulak g¢inlamasi, ¢ift ve bulanik gérme,
idiyopatik intrakranial hipertansiyon, letarji, asteni, ensefalopati, konviilziyon, haliisinasyon,
nefrotik sendrom, deri dokintileri, sacta renk degisikligi, kemiklerde kirilma, skolioz,
anaflaktik reaksiyonlar, pireksi sayilabilir. Ayrica goze lokal uyugulandiginda hiperemi, géz ve
bas agrisina sebep olabilir. Sisteamin, hipersensitiviteli, penisilin allerjisi olanlar ile gebelerde
kullanilmaz (11,12). Yiksek dozlarda letarji ve kardio-respiratuvar bozukluk ve 6liime sebep

olur. Antidotu bilinmemektedir. Zehirlenmelerde hemodializ 6nerilir (11).

Sisteaminin oral ve lokal yolla kullaniminin yaninda, 6zellikle arastirmalarda kas ve periton igi
yolla da kullanilabilecegi dikkat ¢ekmektedir. Bu yollarla uygulandiginda letal ve toksik
dizeyiyle ilgili veri ve galismalar yeterli degildir. Bu arastirmada kas ve periton ici yolla

uygulamada sisteaminin LDsg’sinin hesaplanmasi amaglanmistir.
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Materyal ve Metot

Calismanin yapilmasi, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (KAU-
HAYEK) 24.08.2017 tarih ve 2017/82 sayili karari ile uygun goérildd. Sisteamin Fluka
(CAS:156-57-0) firmasindan temin edildi. Eczaneden alinan serum fizyolojik kullanilarak her
gruba gore yogunlugu sirasiyla 100, 200, 300, 400, 500, 600 ve 700 mg/5 ml olacak sekilde

sisteaminin uygulama ¢ozeltileri hazirlandi.

Arastirmada Mus musculus albino irkina ait 20+2 g agirliginda erkek fareler kullanildi.
Fareler, her grupta 10 adet olacak sekilde toplam 14 gruba ayrildi ve deney sliresince

standart diyet ve ¢gesme suyuyla ad libitum olarak beslendi.

1. gruba 100 mg/5 ml’lik ¢ozeltiden (300 mg/kg), 2. gruba 200 mg/5 ml’lik ¢ozeltiden (600
mg/kg), 3. gruba 300 mg/5 ml'lik ¢ozeltiden (900 mg/kg), 4. gruba 400 mg/5 ml'lik ¢bzeltiden
(1200 mg/kg), 5. gruba 500 mg/5 ml'lik ¢ozeltiden (1500 mg/kg), 6. gruba 600 mg/5 ml’lik
cOzeltiden (1800 mg/kg), 7. gruba 700 mg/5 ml’lik ¢ézeltiden (2100 mg/kg) im yolla 0,3 ml
injekte edildi. Diger 7 gruba (8-14. gruplara) sirasiyla im yoldaki ¢ozeltiler ve dozlar ip yolla

0,3 ml hacimde verildi.

Hayvanlar takip edildi ve 14 giin icerisine dlenler gruplara gore kayit altina alindi. Gruplarda
6len hayvan sayilari géz oniline alinarak LDso diizeyleri Behrens-Kerber yontemi (8)

kullanilarak hesaplandi.

Bulgular
Diger deney gruplarinda 6len hayvan sayilari tespit edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 1 ve
Tablo 2’de gériilmektedir. Olim sayilari dikkate alinarak Behrens-Kerber yéntemi ile LDso

dizeyleri uygulanan yola gore ayri ayri hesaplandi.
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Tablo 1.1. Behrens-Kerber yontemine gore im yolla uygulanan sisteaminin LDsy’sinin hesaplanmasi

Hayvan sayisi | Doz (mg/kg) Olen hayvan sayisi | A B AxB
10 2100 10 9 300 2700
10 1800 8 7,5 300 2250
10 1500 7 7,5 300 2250
10 1200 8 4,5 300 1350
10 900 1 2 300 600
10 600 3 2 300 600
10 300 1 0,5 300 150

Tablo 1.2. Behrens-Kerber yontemine gore ip yolla uygulanan sisteaminin LDsq’sinin hesaplanmasi

Hayvan sayisi | Doz (mg/kg) Olen hayvan sayisi | A B AxB
10 2100 10 8 300 2400
10 1800 6 5,5 300 1650
10 1500 5 4,5 300 1350
10 1200 4 4 300 1200
10 900 4 4 300 1200
10 600 4 2,5 300 750

10 300 1 0,5 300 150

Yénteme gore LDso’nin hesaplanmasinda asagidaki formal kullanildi.

A: Birbirini izleyen iki gruptaki 6len hayvanlarin aritmetik ortalamasi
B: Birbirini izleyen iki grup arasindaki dozlarin farki

N: Gruptaki hayvan sayisi

LD100: Butlin hayvanlari 6ldiren doz

(A x B) Toplami

LDsp = LD10o -

Tablo 1’deki degerler formiile uygulandiginda sisteaminin kas igi yolla LDso’si:

A x B'nin toplami olan 9985, 10 boliindigiinde 990 degeri elde edildi. LDso; 2100-998,5 =
1110 mg/kg olarak hesaplandi.

Tablo 2’deki degerler formiile uygulandiginda sisteaminin periton igi yolla LDsg’si:

A x B'nin toplami olan 8700, 10’a bolindiginde 870 elde edildi. 2100-870 = 1230 mg/kg

rakami siteaminin ip yolla LDsg ‘si olarak hesaplandi.
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Tartisma ve Sonug

Sistinozis insanlarda nadir gorllen genetik hastaliklardan biridir. Hastalik her 100.000-
200.000 canh dogumda yaklasik bir olarak gorulir (2). Sisteinin dislfit bagiyla birlesmesi
sonucu olusan sistin, genetik hasar sonucu lizozom disina ¢ikarilamamaktadir (1). Gende,
Kuzey Avrupa ve Amerika'da en sik gorllen mutasyonun 57 kb'lik delesyon oldugu
bilinmektedir, Tlrkiyede ise en sik mutasyonun c.681G> A (p.Glu227Glu) oldugu calismalarla
ortaya konmustur (10,17). CozUnUrliglnun Uzerinde olusan sistin kristalleri hiicrelerde
birikmeye baglar (4). Bu kristaller hiicre ve dokulara zarar verir. Hastaliktan farkli yaslarda
cok sayida doku ve organ (bdbrek, kornea, sindirim sistemi, pankreas, kas, kemik, karaciger,
akciger kemikler vb) etkilenir (1,2). Sistinozisli bebekler normal dogarlar, ancak 6 aydan sonra

biytime geriligi dikkati ceker (14).

infantil veya erken baslangich nefropatik sistinoz, gen¢ veya ge¢ baslangicl nefropatik
sistinoz ve yetigkin veya okiiler sistinoz diye ii¢ klinik tipi bildirilmistir (2). infantil nefropatik
sistinozisde (iNS), gen¢ yaslardan itibaren bébrek ve korneada sistin kristallleri birikir (3).
Kristaller bobrek tubuluslarinda hasara sebep olur. Buna bagli olarak polilri, polidipsi,
dehidrasyon, kilo kaybi, ates, blylime ve gelisme geriligi gorullr. Bobrek yetmezligi giderek
agirlasir (10). Tanisi gecikmis ve tedavi uygulanmamis hastalar genelde 10-12 yasina kadar
son donem bobrek yetmezligine ulasirlar (17). Erken tani ve tedavi uygulama, organlarda

hasari 6nlemek, hafifletmek ve prognozu iyilestirmek igin gereklidir (2).

Sistinozis tedavisinde sisteaminin oral preparatlari ABD’de 1994, yavas salinimli kapsulleri ise
2013 yilinda ilag olarak onaylanmistir (2,12). Simdilik tek spesifik ilag olup, kornea
tutulumunda oral yola ilaveten g6z damlasi seklinde de kullanilir (2). Baz ilacin dozu 12 yasa
kadar olanlarda 1,3 g/metrekare/giin, 12 yas Uzeri ve 50 kg UstU hastalara ise 2 g/gindr.
Gunluk doz dorde bolinerek esit araliklarla uygulanir. Baslangic dozu idame dozun %-1/6’si
oraninda olmalidir. Bu doz 4-6 hafta sirdirilmelidir. ilacin maksimum dozu 1.95
g/m?/giindiir (2,11). Sisteaminin etkisiyle ortaya cikan sistein ve sistein-sisteamin bilesigi
hasarsiz tasinma sistemleri ile lizozomlar disina gikarilir (4). Bu Urlinlerin tasinmasinda sistein
ve sirasitya lizin/arginin (PQLC2) tasiyici yapilar etkili olur (2). Sisteamin uygulanilarak l6kosit

sistin diizeyini 1 nmol hemicystine/mg protein dizeyinin altinda tutulur (11).
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Sisteamin renal Fanconi'yi anlamli sekilde etkilemese de tedaviye erken baslamak ve uzun
stire slirdirmek glomeriler fonksiyon bozulmalarinin ilerlemesini geciktirir. Sisteamin
tedavisinin tanidan sonra kiiglik bebeklerde bile miimkiin oldugunca erken baglatiimasi ve
uzun sirdirilmesi bobrek yetmezligini geciktirmesi agisindan yararlidir. Sistinozlu hastalara,
Ozellikle erken yaslarda ve uzun sireli sisteamin tedavisi verildiginde 6liim oraninin dustigu

gorilmustar (2).

Korneandaki sistein kristalleri 100-500 mikron uzunlugunda olup hiicre disinda stromal
kollajene paralel bulunur. igne, dikdértgen veya altigen seklinde oldugu belirlenmistir (4).
Oral yoldan verilen sisteaminin kornea sistin kristalleri tzerinde bir etkisi olmadigi tespit
edilmistir. Bu nedenle sisteamin, oral dozun yaninda ayni zamanda goéze damla seklinde de
uygulanir. Hicre igi sistin kristallerinin korneanin yaninda arka okiler yapilarda da ortaya
ctkip retina, koroid ve optik sinirlere hasar verdigine baglanmistir (2). Sisteaminin korneadaki
etkinliginin disik bulunmasi, kristallerin hiicrelerin disinda olmasindan da kaynakindig ileri
stirtilmektedir (4) Biswas ve ark (3) tarafindan yapilan ¢alismada yetiskin nefrotik sistinozisli
hastalarda goze damla olarak uygulanan sisteaminin fotofobi gibi kornea bulgularinin
ortadan kaldirmadigi tespit edilmistir. Bu durum tedaviye baslama zamanina ve ilacin

saklama sartlarindan kaynaklanabilecegine baglanmistir.

Sisteaminin oral yolla uzun siire verilmesi, biytime geriligi ve diger endokrin bozukluklarinda
belirgin iyilesmeler s6z konusudur. Erken ve uzun sureli (8 yil) sisteamin tedauvisi, sistinozlu
eriskinlerde hipotiroidizm ve diyabet insidansini azaltmis, yapisal beyin hasarlarini
onlenebildigi gosterilmistir. Tedaviye erken baslama (<2 yas), gérsel-motor becerileri 6nemli
derecede etkilenmese de, sozel ve IQ puanlari ve gorsel-mekaniksel beceriler 6nemli olglide
gelismeye sebep olmustur. iki veya ii¢ yasindan sonra sisteamin tedavisine basladiginda ise
hastalarda serebellar semptomlar, zihinsel veya merkezi sinir sistemi bozukluklar
gorilmektedir. Sistinoziste ortaya ¢ikan miyopati ve miskiler atrofi, uzun sireli siteamin
tedavisiyle azalma gostermektedir. Yetiskinlere 20 yildan daha uzun siire sisteamin

verildiginde miyopati ortaya gikaz. Uzun sireli sisteamin tedavisi sonucu hasta yetiskinlerde
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aspiasyon pnomonisine bagl olarak gelisen pulmoner hastalik insidansini diiser. Ortalama

yasam siresi uzar (2).

Sisteaminin sistinoz lzerindeki tedavi edici etkilerinin yaninda, in vitro hayvan modellerinde
radyasyon, orak hicre anemisi, bagisiklik, blylime, HIV inhibitori yetenegi, Parkinson
hastaligl, sitma, norodejeneratif bozukluklar, noéropsikiyatrik bozukluklar ve kanser, keza
alkole bagh olmayan pediatrik yagl karaciger hastaligindaki etkinligi Uzerine klinik
arastirmalar yapildigi gorilmektedir (12). Sisteamin % 0,1 oraninda suya katilarak
verildiginde farelerde 3-MC ile olusturulan fibrosarkom sayisini azalttigi belirlenmistir. Bu
durumun Co-enzim A ve glutasyon senteziyle iliskili oldugu ileri surGlmustir (5,6).
Pantetheini pantotenat (B5 vitamini, CoA biyosentetik prekirsorii) ve sisteamine indirgeyen
bir enzim olan Vnnl pantetheinaz'in timoér blyumesindeki etkisini arastirilmistir.  Vnn1l
verilen grupta tiimorlerin (sarkomlarin) yavas blytdugi gosterilmistir (9). Dogan ve ark (7),
tarafindan yapilan galismada sisteamin ve putresininin bazi bakteriler tzerine etkili oldugu
gosterilmistir. Sistinotik renal tibdller epitel hiicreleriniden hazirlanan kiltir ¢alismalarinda
sisteamin glutatyon diizeyinde etkili oldugu bildirilmistir. ilag oksidatif stresi azaltip,
spermatogenezi stimiile eder (2). Sueishi ve ark (15) tarafindan yapilan ¢alismada mentolln
antioksidan etkileri (radikal temizleyici) sisteamin ve amifostin ile kiyaslanabilecek &lgiilerde

oldugu belirlenmistir. Linalooliin ise boyle etkilerinin olmadigi gosterilmistir.

Sisteamin + altin organometalik nanopartikillerin kontrast ajani olarak kullanilabilirligi
Uzerine calisilmistir. Au ¢ekirdek buykIigd ~ 15 nm olan FA-Cys-AuNP'ler 80 kVp'de 2000
pg/ml konsantrasyonunda, iyota goére birim kitle basina 1,77 kat daha fazla kontrast

sagladig ve bu nedenle kontrast olarak kullanilabilecegi ileri strtlmustir (13).

Sisteaminin 6nemli yan etkileri vardir. Bunlar lokal ve sistemik olarak ayrilabilir. Oral
uygulandiginda arasinda cilt, sindirim sistemi, kan, sinir sistemi, karaciger, gbz, gibi
organlarda ciddi yan etkiler gortiliir (11,12). Ugucu kikirt bilesiklerine (yani, dimetil silfit ve
metanetil) metabolize edildiginden tedavi alanlarda nefes koti kokar. Bu etkilerin dozla iiskili
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle dusik dozlarda baslanip, artirildiginda iyi tolere edilir.

Toksik etkilerin dozun yaninda selat yaparak atilmasini hizlandirdigi bakir eksikligi ile iliskili
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olabilecegi de ileri strtilmektedir. Hastalara bakir takviyesi yapma onerilmektedir (2). Yasin
kiclk olmasi ilag toksisitesinde artisa sebep olur. Etkisi uzatilmis salinma kapsillerinin
proton pompasi inhibitorleri gibi mide asitini etkileyen ilaglarla veya alkolle alindiginda ilacin
salinmasinda artisa neden olabilecegi unutulmamalidir (12). Sisteamin, duyarli ve penisiline
alerjik olanlarda kontrendikedir. Gebeligin ilk trimesterinde agik olmamakla birlikte teratojen
etkilidir. Preklinik calismalarda ratlarda 100 mg/kg/glinde dozlari (Ayni zamanda teratojen),
tavsanlarda 50 mg/kg/giin dozlari embriyo-fototoksik etkilidir (11,12).

Sisteaminin olumsuz etkileri h¢ kuskusuz doz ile yakindan iliskilidir. Yan ve toksik etkilerinin
bulunmasi ve yeni alanlarda etkilerinin galisilmasi nedeniyle sisteaminin terapoétik, toksik ve
letal dozlarinin iyi arastiriimis olmasi gerekir. Bu arastirma sonucunda sisteaminin farelerde
LDso dozu intramuskiler uygulamada 1110 mg/kg, intraperitoneal uygulamada ise 1230
mg/kg olarak belirlenmistir. Biyolojik yapilarin degiskenligi, ilacin ve zehirlenmelerin dnemi
gbz Ooniine alindiginda tespit edilen miktarlarin daha fazla hayvan kullanilarak dogrulanmasi
gereklidir. Ayrica bulunan bu dozun sisteaminle yapilacak ¢alismalarda géz oniine alinmasi

sonug olarak énerilebilir.
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Abstract: Nanotechnology plays a crucial part in the detection, diagnosis, and treatment of a
wide variety of human diseases including cancer. The recent decades have witnessed a rapid
development of nanocarriers as drug delivery system. Using nanocarriers have several
pharmacokinetics and safety profiles in addition to the increased bioavailability of the
entrapped molecules. However, there are several obstacles in attaining the goal of
successful clinical translation of nanocarrier-based drug delivery system because of the
safety, stability and delivery efficiency of nanocarriers. In this scenario, exosome could be an
excellent alternative to conventional drug delivery agents. Exosomes are bi-layered
nanovesicles of 40-100 nm diameter and contain different bioactive molecules including
microRNAs, mRNAs, DNA fragments, and proteins. Exosomes are actively released by
healthy cells in the extracellular matrix and can be taken up by the surrounding or distant
cells. Due to their inherent ability to carry bioactive molecules, exosomes emerged as a
versatile drug vehicle and have attracted the attention of many researchers. The most
impressive characteristics of exosomes are nanosized, non-immunogenic due to similar
composition as body’s own cells, high biocompatibility, readily bioavailable, ability to
penetrate biological barriers, and encapsulation of various cargo which significantly
distinguish them from other conventional nanocarriers. It is important to note that recently
exosome-based nanocarriers containing small drug molecules and bioactive macromolecules
have been developed for the treatment of several prevalent diseases such as cancer, central
nervous system disorders, and other degenerative diseases. Nanocarriers based on
exosomes have enormous prospects in overcoming several difficulties faced in gene and
drug delivery. This article will briefly highlight the advancement as well as the challenges of
exosome-based nanocarriers as drug delivery system. In addition, it will also discuss the
future perspectives of exosome-based drug delivery system. Special attention will be placed

on the exosomal biogenesis, release mechanisms, and advantages of using exosomes
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containing special cargo, as a drug delivery system, in treating obstinate diseases. The aim is

to offer new insights for exploring exosomes in the emerging field of drug delivery.

Keywords: Drug delivery, Exosomes, Pharmacokinetics.

Exosomes and their biogenesis

Exosomes are small nano-sized (40-100 nm) extracellular vesicles and they correspond to
the internal vesicles of multivesicular bodies (MVBs) and are released in the extracellular
environment upon fusion of MVBs with the plasma membrane (Sohel 2018). Exosomes were
first discovered in the process of eliminating transferrin receptors during reticulocyte
(immature red blood cells) maturation and thought to function as cellular waste products,
thus received little attention and remained understudied. This “cellular waste” hypothesis
was challenged in the '90s, when exosomes were shown to have an immunoregulatory
effect, with the demonstration that B cell-derived exosomes could stimulate T cells (Raposo
et al. 1996). The results of the subsequent studies provide the basis for the hypothesis that
exosomes could play an active role in intercellular communication (Théry 2011). Today,
exosomes have been found in all most all type of body fluids (Sohel 2016). Exosomes can be
distinguished from other classes of cell-secreted vesicles such as microvesicles (MVs) and
apoptotic bodies by several classification features including size, biological content, and
most markedly, by biogenesis and mode of release from the cell. Exosomes range in size
from 100 nm or less while MVs are typically larger at 100 to 1000 nm in diameter (Théry

2011). The secretion of exosomes can be spontaneous or induced depending on the cell

type.

Exosome formation begins with the initiation of the endocytotic pathway as material, such
as protein, is engulfed by the cell at its surface. This process may be clathrin-dependent, as is
true in the case of the transferrin receptor, or maybe clathrin-independent, as is the case
with  glycosylphosphatidylinositol (GPl)-anchored proteins, caveolae, or lipid raft
mechanisms (Mayor and Riezman 2004). Once internalized, the endocytotic vesicles are
delivered to early endosomes in which the mildly acidic pH (~6.2) causes an uncoupling of

housekeeping receptors from their ligands, and then recycled back to the plasma membrane
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or transported to late endosomes together with other proteins and lipids (Maxfield and
McGraw 2004). In late endosomes, which is spherical in shape and acidic in nature (pH 5.0 to
5.5), two sequential steps have been recognized for sorting of protein during MVBs
formation. The first step includes the lateral sorting or selection of proteins at the limiting
membrane of endosomal lumen and the second step is the formation of inwardly budding
vesicles, commonly known as intraluminal vesicles (ILV), with the concomitant incorporation
of selected proteins, lipids, mRNAs and miRNAs. Once MVBs formed they can either fuse
with lysosomes for degradation of proteins or direct interaction with the plasma membrane,
resulting in the release of the ILVs as exosomes. Since two membrane inversion occurs
during the formation of an exosome from a membrane patch on the plasma membrane, it
allows exosomes to present trans membrane cargo in the same orientation relative to the
cell cytoplasm and with the same membrane protein on the outside as at the plasma

membrane (Lakkaraju and Rodriguez-Boulan 2008).

Exosomal contents

Exosomes carry a wide variety of bioactive molecules including fragments of DNA, proteins,
RNA, and miRNAs. Among the molecules present in the exosomes, miRNAs were studied
extensively (Sohel 2016). The primary reason for this perhaps the size of the miRNAs. Due to
their tiny size, miRNAs are loaded with ease during the biogenesis of exosomes. On the
other hand, molecules like DNA are huge in size and cannot have regulatory functions
outside the nucleus. Therefore, DNA fragments transported from one cell to another via
exosomes may exert no significant function at all. On the other hand, miRNAs carried by
exosomes showed to have regulatory impacts on the expression of genes in recipient cells

(Sohel et al. 2013).

Usage of exosomes

The function of exosomes most probably depends on the cells from and conditions under
which they are produced, as this provides them with their characteristic composition. When
exosomes were first discovered from reticulocytes, they were shown to function as a way to
discard proteins, such as the transferrin receptor during the maturation process of

reticulocytes into erythrocytes (Johnstone 2006). Reticulocytes lack lysosomes, and it seems
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as if exosome release is an alternative to lysosome degradation. Another function of
exosomes that was later described is as cell-free messengers, which can be released from
one cell and have an effect on another. This communication with other cells may occur
either in the microenvironment or over a distance (Février and Raposo 2004). Therefore, the
central hypothesis is that since exosomes have been found in blood plasma, they may be
transported between organs via the systemic circulation. How this interaction occurs
between exosomes and cells is not fully known. However, several mechanisms describing
the interactions of exosomes and cells have been hypothesized. Exosomes can bind to cells
through receptor-ligand interactions, similar to cell to cell communication, mediating for
example antigen presentation (Admyre et al. 2006). There are several functions that

exosomes can perform. The glimpse of these potential functions is given below.

Functional delivery of genetic information: A recent breakthrough in exosome biology is
that RNA molecules, in particular, miRNAs, are present in these vesicles. To date, studies
have demonstrated that miRNAs in exosomes can influence target cell function (Sohel et al.
2013). The transport of nucleic acids inside the exosomes can play an important role in the
functioning of a multicellular organism; moreover, the supposed specificity of this process
can, on necessity, contribute to the directed transfection of an exogenous material
(Mittelbrunn et al. 2011). In early 2008, Hunter et al. identified miRNAs that differentially
expressed in circulating plasma microvesicles from diseased and normal subjects, creating
the platform for future work for examination of the predictive role of peripheral blood
miRNA signatures in human disease, as well as defining the biological processes regulated by
particular miRNAs (Hunter et al. 2008). Advances in miRNA array techniques have provided
significant advances in miRNA profiling of exosomes. Koh et al. demonstrated that miRNAs
are also found in the extracellular environment of human embryonic stem cell-derived
mesenchymal stem cells (hES-MSC). It has been well documented that exosomes contain a
substantial amount of small RNAs, but little or no ribosomal RNA compared to the levels
observed in the donor cells (Valadi et al. 2007). Moreover, selective packaging of miRNAs
into exosomes appears to occur, as the miRNA profiles in exosomes do not reflect the

miRNA profiles observed in the parental cells (Valadi et al. 2007; Mittelbrunn et al. 2011).
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Transfer of infectious agents: Exosomes have not only been shown to be involved in the
metastasis of cancers but have also been implicated in the spread of infectious agents. Prior
to the knowledge about exosomes, HIV particles were demonstrated to accumulate in late
endosomes of macrophages (Pelchen-Matthews et al. 2003) and the fact that retroviruses
and exosomes had biochemical similarities led to the “The Trojan exosome hypothesis”.
“The Trojan exosome hypothesis” proposes that retroviruses can hi-jack the exosomal
biogenesis pathway for their replication and release, and consequently escape the host’s
immune system (Gould et al. 2003). Contentiously, despite the similarities between
retroviruses and exosomes, differences between the two have been demonstrated that
argue against the “The Trojan exosome hypothesis”. Furthermore, exosomes have been
suggested to transfer the infectious prion proteins and B-amyloid peptides between cells

(Gould et al. 2003; Février and Raposo 2004).

Cell to cell communication: Exosomes have many different functions, which depend on both
their cellular origin as well as the current state of that cell, as it influences the cargo of the
released exosomes. However, these functions have primarily been associated with exosomal
proteins. The novel finding that exosomes contain RNA (Valadi et al. 2007) has prompted
many researchers to address the biological role of exosomal RNA, which further increases
the complexity of the understanding of cell-to-cell communication. Valadi et al. did not only
demonstrate the presence of RNA in exosomes but also demonstrated that the exosomal
RNA could be transferred to recipient cells. This was demonstrated by culturing mouse mast
cells with radioactive uridine prior to exosome isolation, thus incorporating radioactive RNA
into the exosomes released by these cells. Radioactive RNA could be measured in recipient
cells following co-culture with the exosomes, demonstrating RNA transfer from exosome to
cell. Since exosomes themselves do not contain the complete machinery to produce
proteins, the functionality of the RNA content was shown by using an in vitro translation
assay, where mouse mast cell-derived exosomes were used as templates. Subsequently,
after adding mouse mast cell-derived exosomes to human mast cells, newly produced
mouse proteins could be identified in the human cells. These proteins were shown to be
present only as mRNA, not as proteins, in the mouse mast cell-derived exosomes. Thus, this

translation demonstrated the functionality of the exosomal mRNA (Valadi et al. 2007). The
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fact that exosomal mRNA can travel a long distance to recipient cells, subsequently affect
the protein production of recipient cells (Valadi et al. 2007), and that it has been well
documented that a single miRNA can interfere with 100-200 mRNA (Hossain et al. 2012),

suggests a potential biological role for exosomal miRNA.

Exosomes in the physiological process: Because exosomes are readily released by different
cell types, they are likely involved in many physiological processes such as antigen
presentation (Théry 2011), tissue repair or transfer of RNAs (Valadi et al. 2007). Later Lai et
al. demonstrated that exosomes are the active components of conditioned medium from
human embryonic stem cell-derived mesenchymal stem cells and the injection of these
exosomes into swine and murine models of ischemia/reperfusion injury reduced the infarct
size (Lai et al. 2010). Because most of the exosome studies were performed in vitro culture
conditions or from different biological fluids, therefore, it is not perfectly assessed if the
quantities of exosomes used to see effects in vitro are comparable to physiological amounts
of exosomes secreted in vivo. It has also been shown that the expression of certain miRNAs
in exosomes deviated based on the physiological changes induced by hormonal treatment

(Noferesti et al. 2015).

Exosomes in the pathological process: Exosomes have been associated with the progression
of disease conditions including neurodegenerative disease, cardiovascular diseases, and
cancer (Théry 2011). It was in 1983 when Tailor revealed for the first time the secretion of
tumor-derived microvesicles in ovarian cancer patients. Exosomes from cancer cells can
transfer tumor antigens to dendritic cells and present tumor antigens, which induce immune
responses (Théry 2011). In contrast, tumor exosomes can also suppress the function of
immune cells by inducing apoptosis of activated cytotoxic T cells or promoting
differentiation of regulatory T lymphocytes. Other reports suggest that tumor exosomes can
promote tumor growth by suppressing antitumor immune responses or by promoting
neoangiogenesis or migration to other cells resulting in metastasis (Valadi et al. 2007). A
recent study revealed that exosomes/microvesicles secreted from tumor-associated
macrophages can transport miRNAs into breast cancer cells promoting the invasiveness of

breast cancer cells (Yang et al. 2011).
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Potential of using exosomes as drug delivery agents

Compare to other nanocarriers, exosomes are less toxic and the use of exosomes as drug
carrier has many advantages including the ability to load specialized cargo, long half-life in
the circulation, low immunogenicity, nano size, and the ability to penetrate the impermeable
biological membranes. It has already been shown that exosomes are able to deliver a wide
variety of cargo including small molecules, miRNAs, mRNAs, siRNAs, DNA, and proteins.
Interestingly, exosomes possess enormous therapeutic prospects in treating the less
treatable diseases like cancer, central nervous system disorder, and other degenerative
diseases. The prospects of using exosomes as an effective drug delivery agent in different

diseases are discussed below.

Exosome-based vehicles for tumor cell targeting: Over the last few years, there was a
significant advancement in cancer treatment due to the progress in target-based therapies.
Various nanocarriers including polymer micelles, solid lipid nanoparticles, and liposomes
were extensively studied for target-based treatment in cancer primarily because of their
improved solubility for hydrophobic molecules, enhanced existence in the plasma
circulation, and low systemic toxicity. However, the major obstacle using nanocarriers for
cancer therapy in the clinical setting is the toxicity. It has been shown that all the
nanocarriers exert some degree of toxicity (Hossen et al. 2019). Another limitation is that
most of the nanocarriers are rapidly cleared by immune cells and less chance to uptake by
the cancer cell, hence exert limited anti-cancer effects. Under these circumstances,
exosomes could be the best alternative because of two major reasons. First, exosomes are
stable in biological fluids and their small size enables exosomes to escape from lung
clearance, pass through biological barriers and penetrate deep in solid tumor tissue. Second,
exosomes can be loaded with various tumor therapeutic cargoes including anti-cancer drugs
and cancer gene suppressors in order to kill cancer cells in a more efficient manner (Zhang et

al. 2019).

Exosomes as chemotherapeutic drugs vehicles: Chemotherapeutic drugs including

curcumin, celastrol, paclitaxel (PTX), and doxorubicin (DOX) have been reported to be
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encapsulated into exosomes. Research has shown that specific drug-loaded exosomes are
able to improve the efficiency of chemotherapy (Smyth et al. 2014; Tian et al. 2014). Due to
specific receptor-legand interaction with the recipient cell, exosomes have 10 fold higher
ability to target cancer cells compare to the liposomes of equivalent size (Smyth et al. 2014).
Curcumin has shown promising anticancer effects in vitro, but poor solubility has limited its
clinical application. After encapsulated into exosomes, curcumin showed enhanced
bioavailability and thus improved antitumor efficiency. A Phase | study is ongoing to test the
pharmacokinetics and pharmacodynamics of curcumin-loaded exosomes (NCT01294072)

(Tian et al. 2014).

Exosomes loading protein for cancer therapy: In addition to chemotherapeutic drugs,
exosomes are reported to delivering functional proteins to target cancer cells. The
bioactivity and the stability in the circulation is the major problem of protein treatment
which can be ameliorated by using exosomes as a delivery agent. Once the protein
molecules are encapsulated in exosomes, the protein/peptide-based drugs exhibited
elevated pharmacokinetic properties including penetrating target tissue and increased the
bioavailability (Sterzenbach et al. 2017). In addition to protecting encapsulated proteins in
their hydrophilic region, exosome is also found to have the ability to deliver membrane

proteins for the treatment of cancer (Koh et al. 2017).

Exosomes as a carrier for gene therapy: Gene therapy, including a variety of small RNA and
plasmid DNA (pDNA), is a promising and attractive strategy for the treatment of cancer.
However, these molecules are highly susceptible to endogenous nuclease activity. The
conventional nanocarriers used in gene therapy are far from clinical expectations due to
their transfection efficiency, stability, and overall safety. However, use of exosomes can
eliminate these disadvantages of conventional nanocarriers. For instance, it has been
reported that the siRNAs loaded into exosome-based vectors can silence the polo-like kinase

1 gene more efficiently in bladder cancer cells in vitro (Greco et al. 2016).
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Conclusion

Finally, it is clear that exosomes are comparatively non-toxic and more efficient compared to
the conventional nanocarriers for drug delivery. Exosome-based nanocarriers have shown
significant potential delivering miRNA, siRNA, DNA, proteins, and oligonucleotides as drug
delivery agents in experimental settings. However, this new nanocarrier should walk long

way to become a trusted nanocarrier in the clinical settings.
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Monensinin Civciv Karaciger Doku Kiiltiirii Hiicrelerinde Hepatotoksik Etkileri

Muhammet Yasin TEKELI* Murat KANBUR?

*Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Kayseri, Tiirkiye

Ozet: Bu calisma ile monensinin perflize civciv karaciger dokusundan izole edilen
hepatositlerde olasi sitotoksik etkileri ile etki mekanizmalarinin arastirilmasi amaglandi.
Calismada perflize civciv karacigerinden izole edilen hepatosit hicreleri farkh dozlarda
monensinle muamele edilerek her birine ait canlilik analizleri ile toksik ve toksik olmayan
dozlar belirlendi. izole karaciger hepatositlerinde western blot teknigi ile p53, kaspaz 3,
kaspaz 9 ve beta aktin proteinleri; PCR teknigi ile BCL-XL, BCL-2, survivin ve beta aktin gen
ekspresyonlari arastirilarak olasi sitotoksik etkisi degerlendirildi. Calismanin sonunda primer
tavuk hepatositlerinde monensinin artan zamana ve doza bagl olarak hiicre canliligini
azalttigl; toksik konsantrasyonda (10 umol/ml) apoptotik kaspaz-3, kaspaz-9 ve p53’ln
proteinlerinin ifadelenmelerini artirirken anti apoptotik BCL-2, BCL-XL ve survivin’in mRNA
dlzeyinde ifadelenmelerini azalttigi gorildl. Sonug olarak monensinin primer hepotositlerde

apoptozu indiikleyerek sitotoksisiteye neden oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Civciv, Hepatoksisite, Monensin.
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Hepatotoxic Effects of Monensin on Chick Liver Tissue Culture Cells

Abstract: In this study, it was aimed to investigate the possible hepatotoxic effects and
mode of action of monensin on hepatocytes isolated from chicks perfused liver tissues. In
the study hepatocyte cells isolated from the chick liver were treated with monensin at
different doses, toxic and non-toxic doses were determined by the cell viability analyzes. In
isolated liver hepatocytes and liver tissues; p53, caspase 3, caspase 9 and beta actin proteins
were evaluated with western blot technique while BCL-XL, BCL-2, survivin and beta actin
gene expressions were evaluated with PCR techniques. Also possible cytotoxic effects were
evaluated with western blot and PCR technique. In the end of the study, monensin in
primary chicken hepatocytes decreased cell viability due to increased time and dose; at 10
UM concentration of monensin increased expression of apoptotic proteins caspase-3,
caspase-9 and p53 while reducing the expressions of mRNA level of anti-apoptotic BCL-2,
BCL-XL and survivin. Consequently, monensin was determined to cause cytotoxicity by

inducing apoptosis in primary hepatocytes.

Key words: Chick, Hepatoxicity, Monensin.

GiRiS

Monensin (MON), Streptomyces cinnamonensis mantarlari tarafindan Gretilen monovalent
karboksilik iyonofor polieter antibiyotiktir (Butaye et al., 2003). Molekiiler formulii C3gHs2011
olan (Chapman et al., 2010) MON, sodyum iyonuna (Na*) karsi olan egilimi diger iyonlara
kiyasla oldukga fazla oldugu igin bir sodyum iyonoforu olarak kabul edilir (Meral, 1996).
MON, besi sigirlarda yemden yararlanmayi artirmak ve koksidiyozun kontroli; laktasyondaki
sut sigirlarinda viicut kayiplarini en aza indirmek, sit proteinini arttirmak ve siit yagini
azaltmak; bildircin, tavuk, hindi ve kecide ise koksidiyozun kontroli igin yemlere

katiimaktadir (Dowling, 2013).
MON, tedavi dozlarinda kullanildiginda glvenli bir ila¢ olarak kabul edilmesine ragmen,

ozellikle doz agimi halinde zehirleyici etki gostermektedir. Metal iyonlarina yoénelik etkileri

hayvanlarda zehirli/zararl etkilerinin temelini olusturur (Kaya, 2013). MON, konakta ve
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parazitte hiicre igine Na* iyonu girisini kolaylastirir. Hiicre i¢i Na* iyon konsantrasyonunun
yikselmesi Na*/Ca** degis-tokusunu uyararak hicre disi Ca™ iyonlarinin hicre ici
konsantrasyonunun artmasina neden olur (Kant et al., 2013). Na* ve Ca** iyonlarinin asiri
ylkselmesi, hiicre icinde pH degisimine, kalsiyum asiri yiiklenmesine, katesolamin salinimina

ve lipid peroksidasyonuna yol acarak sitotoksisiteye neden olur (Novilla, 2012).

Daha once yapilan in vitro ¢alismalar farkh tipteki kanser hiicreleriyle sinirli olup MON’un
primer hepatositler Uzerindeki etkilerine yonelik bir arastirma bulunmamaktadir. Bu
calismayla 6zellikle kiimes hayvanlari sektériinde yaygin bir sekilde kullanilan MON’un civciv

hepatositlerindeki olasi sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Method

Civciv Hepatosit izolasyonu ve Primer Kiiltiirii: Civciv hepatosit izolasyonunda ilk olarak
Berry ve Friend (1969) tarafindan gelistirilen daha sonra Seglen (1976) tarafindan modifiye
edilen iki asamali kollejenaz perflizyon teknigi kullanilmistir. Perflizyon islemi
tamamlandiktan sonra steril bir sekilde g¢ikarilan karacigerden laminar akimli kabinde
(SafeFast Elite) hepatosit izole edildi. Elde edilen hepatositlerden Codex-XS (Innovatis)
cihazinda hiicre sayimi yapildi. MON’un toksik ve toksik olmayan konsantrasyonunu
belirlemek icin 96’lik kiiltiir plagina kuyucuk bagsi 2x10%, protein ve RNA izolasyonu icin ise 6
kuyulu kiiltiir plagina kuyucuk bagi 2x108 hepatosit hiicresi DMEM (Sigma) besiyerinde % 5
CO2 ve % 95 nem bulunan 37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibasyona birakild.

MTS Sitotoksiste Testi: MON’un sitotoksik etkisinin belirlenmesinde MTS testi kullanildi. O-
40 pM konsantrasyonlarda monensin sodyum (Sigma, M5273) ile muamele edilen
hepatositlere MTS ¢6zeltisi eklenerek % 5 CO, ve % 95 nem igeren 37 °C'lik etlivde 1 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda olusan formazon bilesiginin optik dansitesi
490 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (BioTek Synergy H1) ol¢iildii. Maddelerin
eklenmedigi kuyucuklarin (kontrol grubu) optik dansitelerinin ortalamasi alindiktan sonra
elde edilen degerde canllik % 100 kabul edildi. Diger gruplarda canlilik yari-kantitatif olarak
analiz edildi. Tim konsantrasyonlardaki canlilik oranlari dikkate alinarak toksik (10 uM) ve

toksik olmayan (1 uM) konsantrasyonlar belirlendi.
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Gen ekspresyon analizi: 1 ve 10 puM konsantrasyonlarda MON ile muamele edilen
hepatositlerden RNA izolasyonu igcin RNAzol, CDNA sentezi i¢in EvoScript Universal cDNA
Master (Roche 7912374001), kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
analizi igin LightCycler® 480 Probes Master Kit (Roche 04707494001) kullanildi. Anti
apoptotik genler Bcl-2, Bcl-xI ve survivin ifadelenmeleri gRT-PCR ile Roche Nano Lightcycler
cihazinda belirlendi. Olgiilen CT degerleri kaydedilerek 2-22¢T formiilii kullanilarak hesapland.

Elde edilen sonuglar beta aktin ile normalize edildi. Genler tablo 1‘de gosterilmistir.

Tablo 1. Gen tablosu.

Gen Sag Primer Sol Primer Prob Katalog No
Beta Aktin acgagcgcagcaatatcat gctctgactgaccgegtta 04688996001
BCL-2 actatctcgeggttgtcgtag cttccecteggaaaccat 04685059001
BCL-XL gagctgegtggtggatgt aagtgaccccatggttgtgt 04688066001
Survivin ggtggagacgaggtagacca aaaatggcggcctatget 04688040001

Western Blot Analizi: Western blot analizi Towbin ve ark’nin (1979) gelistirdigi metoda gore
yapildi. 1 ve 10 puM konsantrasyonlarda MON ile muamele edilen hepatositlerden protein
izolasyonu igin RIPA buffer (Thermo) kullanilirken miktar tayini igin Pierce BCA Protein Assay
Kit (Thermo) kullanildi. Toplam 40 pg protein iceren numuneler % 5-10'luk sodyum dodesil
sulfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) islemine tabi tutulduktan sonra, poliviniliden
difloriir (PVDF) membrana (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) transfer edildi. Membranlar % 5’lik
st tozu icinde bloklama yapildiktan sonra anti p53 (1:1000; Abcam), anti-kaspaz-3 (1:1000;
Abcam), anti-kaspaz-9 (1:1000; Abcam) ve anti-beta aktin (1:500; Cell Signaling) primer
antikorlari +4 °C'de gece boyu calkalayici Uzerinde inkiibe edildi. Membranlar anti rabbit
(1:5000; Cell Signaling) sekonder antikoru ile karanlkta 2 saat boyunca inkibe edildikten
sonra bantlar kemilliminesans goriintiileme reaktifi (Thermo, 34080) kullanilarak Bio-Rad
ChemiDoc cihazinda gorsellestirildi. Her bandin yogunlugunu Imagel) programinda
densitometrik olarak olguldiikten sonra B-aktin ile normalize edilerek kontrole ve MON’a

gore degisimleri hesaplandi.
istatistiksel Analiz: Calismamizda kullanilan tiim analizlerden elde edilen verilerin istatistiksel

degerlendirmesi IBM SPSS Statistics 21 paket programi kullanilarak yapilmistir. Hiicre canhhk

analizinin sonuglar tek yonli varyans analizi (One Way ANOVA) ile test edilirken gruplar
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arasindaki farkhhgin tespit edilmesinde Tamhane testi kullanildi. Western Blot ve qRT-PCR
deneylerinin verileri tek 6rneklem t testi (One Simple T Test) kullanilarak analiz edilirken
sonuglar ortalama * standart sapma seklinde belirtildi. istatistiksel olarak anlamlilik derecesi

p<0,05 kabul edildi.

Bulgular

1. Monensinin Tavuk Primer Hepatosit Hiicrelerinde Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi
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Sekil 1. Monensinin kontrole gore tavuk primer hepatositlerindeki sitotoksik etkisi (*p<0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 2 umol/l (uM) ve (izeri konsantrasyonlarda MON’un hiicre
canliigini anlamli derecede azalttig;; bununla birlikte 1 pM MON uygulamasinin hiicre
canhhgini azaltmasina ragmen bu degisimin istatistiksel olarak anlamli bulunmadig

belirlenmistir (Sekil 1).

2. Monensinin Tavuk Primer Hepatositlerde Apoptotik Proteinler Uzerine Etkisi

2.1. Monensin’ in Kaspaz 3 protein ifadelenme diizeyleri {izerine etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz 3 (18 kDA)'Gin protein ifadelenme diizeyi 1 uM
konsantrasyonda MON uygulanan hicrelerde istatistiksel olarak énemli bir artis (1.06 kat)
gorilmezken 10 uM konsantrasyondaki artis (2.1 kat) istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (Sekil 2). Kaspaz 3 (36 kDA)'lin protein ifadelenme diizeyinde kontrol grubuna
kiyasla hem 1 uM (3,35 kat) hem de 10 uM (1,68) konsantrasyonlarda istatistiksel olarak

anlamli bir artis géralmustar (Sekil 2).
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Sekil 2. Monensin uygulanan primer tavuk hepatosit hiicrelerinde kontrol grubuna gére kaspaz 3 (18
kDA) ve kaspaz 3 (36 kDA) protein ifadelenme diizeyleri ile western blot gorintiist (*p<0,05).

2.2. Monensin’ in Kaspaz 9 protein ifadelenme diizeyleri {izerine etkisi
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Sekil 3. Monensin uygulanan primer tavuk hepatosit hiicrelerinde kontrol grubuna gore kaspaz 9 (19
kDA) ve kaspaz 9 (46 kDA) protein ifadelenme diizeyleri ile western blot goriintiisi (*p<0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda kaspaz 9 (19 kDA)'un protein ifadelenme dizeyinin 1 uM
(2.16 kat) ve 10 pM (3.22 kat) konsantrasyonda MON uygulanan hiicrelerde istatistiksel
olarak anlamli artig oldugu belirlenmistir (Sekil 3). kaspaz 9 (46 kDA)'un protein ifadelenme
diizeyinin 1 uM konsantrasyonda MON uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak énemli bir
artis (1.16 kat) tespit edilemezken 10 uM konsantrasyonda ise istatistiksel olarak énemli bir

artis (2.41 kat) gorulmustar (Sekil 3).
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2.3. Monensin’ in p53 protein ifadelenme diizeyi lizerine etkisi
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Sekil 4. Monensin uygulanan primer tavuk hepatosit hiicrelerinde kontrole gére p53 (43 kDA) protein
ifadelenme dizeyleri (*p<0,05).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1 uM (2.98 kat) ve 10 uM (1.88) konsantrasyonda MON
uygulanan hiicrelerde p53 (43 kDA)'lin protein ifadelenme diizeyinin katina ¢iktig gérilmis

ve bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4).

3. Monensinin Tavuk Primer Hepatositlerde Anti Apoptotik Genler Uzerine Etkisi
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Sekil 5. Monensin uygulanan primer tavuk hepatosit hiicrelerinde kontrole gére BCL-2, BCL-XL ve
survivin’in mRNA ifadelenme diizeyleri (*p<0,05).

3.1. Monensin’in BCL-2 mRNA ifadelenme diizeyi iizerine etkisi
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda BCL-2'nin mRNA diizeyinde ifadelenmesinin 1 uM (0,29 kat)
ve 10 uM (0,30 kat) konsantrasyonda MON uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamh

azaldigi gorulmiustar (Sekil 5).
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3.2. Monensin’in BCL-XL mRNA ifadelenme diizeyi {izerine etkisi
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda BCL-XL'nin mRNA dUzeyinde ifadelenmesinin 1 uM (0.36
kat) ve 10 uM (0.45 kat) konsantrasyonda MON uygulanan hiicrelerde istatistiksel olarak

anlamli azaldigi belirlenmistir (Sekil 5).

3.3. Monensin’in Survivin mRNA ifadelenme diizeyi {izerine etkisi
Survivin’in mRNA ifadelenme diizeyindeki azalslarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1 uM
(0.27 kat) ve 10 Mm (0.37 kat) konsantrasyonda monensin uygulanan hiicrelerde istatistiksel

olarak 6nemli oldugu gozlenmistir (Sekil 5).

Tartisma

iyonofor antikoksidyal olan MON kanatli hayvan vyetistiriciliginde énemli bir problem olan
koksidiyozdan korunma ve sagaltim amaciyla siklikla kullaniimaktadir (Dowling, 2013). Tedavi
dozlarinda kullanildiginda giivenli bir ilag olarak kabul edilmesine ragmen, 6zellikle doz agimi
halinde zehirleyici etki gostermektedir (Kaya, 2013). Konakta ve parazitte Na* iyonunun
taginmasini kolaylagtiran MON hiicre i¢i Na* iyon konsantrasyonunu ylikselterek substrat
oksidasyonu ve ATP hidrolizi gibi bazi mitokondriyal fonksiyonlari inhibe eder. Bunun yaninda
MON hiicrede Na*/Ca*™ degis-tokusunu uyararak hiicre ici Ca** konsantrasyonu artisina ve
bunun sonucu olarak sitotoksisiteye yol agar (Kant et al., 2013). MON igin baslica hedef
organlarin kalp ve iskelet kaslari oldugu (Novilla, 2012) bildiriimekle beraber ilacin karaciger
lzerine toksik etkilerin kanitlar nitelikte galismalar bulunmaktadir. Bu galismalarda MON’un
doz artisina bagh olarak karacigerin agirhigini azalttigi, biyokimyasal ve histopatolojik
degisikliklere sebep oldugu ortaya konmustur (Horovitz et al., 1988; Yarsan, 1998; Wagner et
al., 1983; Silva et al., 2016). Bu calismada MON ile ilgili kisith bilgilerden hareketle MON’un
civcivlerden elde edilen primer hepatosit hiicreleri izerine olasi sitotoksik etkilerinin in vitro

olarak incelenmesi amaglandi.
MON’un primer hepatositler Uzerinde etkilerine yonelik herhangi bir arastirma

bulunmamakla birlikte, farkh tipteki kanser hiicrelerinde MON’un proliferasyon ve hiicre

0limi Uzerine etkilerinin gosterildigi calismalar mevcuttur. Yapilan bu ¢alismalarda MON’un
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konsantrasyon artigina ve zamana bagl olarak hiicre canliligini azalttigi gosterilmistir (Ergin
et al., 2011; Park et al., 2002a; Park et al., 2002b; Park et al., 2003a; Park et al., 2003b; Park
et al., 2003c). Bizim galismamizda da MON’un hiicre canliligini konsantrasyona bagli olarak

azalttigini gostermektedir (Sekil 1).

1 uM konsantrasyonda MON uygulanan hepatositlerde pro-kaspaz 3 (36 kDA), aktif kaspaz 9
(19 kDA) ve p53 (43 kDA)'Un protein ifadelenmesindeki artislar (Sekil 2, 3, 4) ile BCL-2, BCL-XL
ve survivin’in mRNA ifadelenme diizeylerindeki azahslar (Sekil 5, 6, 7) anlamh bulunmustur.
10 uM konsantrasyonda MON uygulamasinda ise hem pro- hem de aktif kaspaz 3 ve 9 ile
p53’Un protein ifadelenmelerindeki artislar (Sekil 2, 3, 4) ile BCL-2, BCL-XL ve survivin’in
mMRNA ifadelenme dizeylerindeki azahlslar (Sekil 5, 6, 7) anlam ifade etmektedir. Bu
sonuglara gére MON’un her iki konsantrasyonda hepatositlerde apoptozu uyardigi
gbzlemlenmistir. Apoptozun mekanizmasi gesitli olabilmekle beraber elde ettigimiz veriler
apoptozun mitokondriyal yolak Uzerinden gergeklestigini gostermektedir. p53’Gn disik
oksidatif streste antioksidan aktivite gosterirken yiksek dizeyde oksidatif streste pro-
oksidatif aktivite sergileyerek hiicre 6limine yol actigi bilinmektedir (Liu and Xu, 2011).
Ayrica MON’a maruziyetin hiicre igi kalsiyum seviyelerini arttirarak lipid peroksidasyonuna
neden oldugu bildirilmektedir (Mollenhauer et al., 1990). Calismamizda da hepatositlerde
p53 diizeyinde meydana gelen artisin monensin tarafindan uyarilan oksidatif stresle iligkili
oldugu dusinilmektedir. BCL-2 ve BCL-XL'nin pro-apoptotik proteinler baglanarak onlarin
mitokondriyal membranda butinlGgini bozucu etkilerine, sitokrom c¢ salinmasina ve
boylece apoptoza engel oldugu bildiriimektedir (Kowaltowski and Fiskum, 2005).
Calismamizda p53 ekspresyon diizeyindeki yiikselmenin, anti-apoptotik BCL-2, BCL-XL ve
survivini baskilayarak pro-apoptotik proteinlerin serbestlesmesine, dolayisiyla mitokondriyal
membranin gegirgenliginin artmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. Mitokondriyal
membranin dayanikhiliginin azalmasina bagh olarak sitokrom c sitoplazmaya geger.
Sitoplazmada sitokrom c, apaf-1 ve pro-kaspaz 9'dan olusan ve kaspaz 9'un aktivasyonu ile
sonuglanan bir apoptozom olusturur. Kaspaz 9 ise apoptoz sirecini ylritmek igin pro-
kaspaz-3 de dahil olmak lizere efektoér pro-kaspazlari aktive eder. Ayrica kaspaz inhibitori
olan survivin diizeyindeki azalmanin da kaspaz-3 ve -9 zerindeki baskiyi kaldirarak bunlarin

duzeylerini artirabilir (EImore, 2007; Cohen, 1997). Bu durum galismamizdaki BCL-2 ve BCL-
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XL ifadelenmesinin azalmasinin bir sonucu olarak kaspaz 3 ve kaspaz 9'un uyariimis
olabilecegini; yine p53 seviyesinde gorilen ylkselmenin survivin miktarini disirlip kaspazlar
Uzerindeki baskiyr kaldirarak kaspaz-3 ve -9 dulzeylerini artirmis olabilecegini

dislndirmektedir.

Her ne kadar tavuk hepatositlerinde MON ile ilgili olarak daha ©nce yapilan ¢alisma
bulunmasa da kanser hiicre hatlarina yoénelik etkilerinin incelendigi arastirmalar
bulunmaktadir. Bu g¢alismalarda farkli kansantrasyonlarda MON hiicrelerde anti-apoptotik
BCL-2 proteininin seviyesini azaltirken (Park et al., 2003a; Park et al., 2003b; Park et al.,
2003c) apoptotik kaspaz-3 (Park et al., 2002b; Park et al., 2003a; Park et al., 2003b; Park et
al., 2003c) ve kaspaz-9 (Park et al., 2003c) proteininin seviyelerinin ise arttirmistir. Bizim

calismamizdan elde edilen bulgularda bu galismalara benzerlik gostermektedir.

Sonug

GCalismanin in vitro sonuglarina gore deneme gruplarinda p53, kaspaz-3 ve kaspaz-9
proteinlerinin ifadelenme diizeylerindeki artiglar ile BCL-2, BCL-XL ile survivin’in mRNA
ifadelenme diizeylerindeki azalislarin primer hepatositlerde toksik konsantrasyonda MON ile
indiklenen apoptozda kritik bir adim olabilecegi diisiincesini desteklemektedir. MON ile ilgili
bugiine kadar yapilan in vitro calismalar kanser hiicreleri ile sinirli olup bu ¢alismalardan elde
edilen bulgular ¢alismamizi destekler niteliktedir. Ayrica elde edilen bu veriler MON’un
civcivlerde apoptoz Ulzerine etkisi ile ilgili yapilan ilk calisma niteliginde olup literatiire katki
saglamasi agisindan énemli bulunmustur. Calismamizda her ne kadar MON’un hepatositlerde
sitotoksik etkileri oldugu gosterilmis, bu etkilerin olusan apoptoz ile iliskili oldugu ortaya
konulmus ve belirtilen etkilerin serbest radikal kaynakli olabilecegi distinliimus olsa bile, son
derece karmasik ve pek ¢ok faktoriin etkisiyle sekillenen sitotoksik etki mekanizmalarinin

daha detayl galismalarla ortaya konmasinin yararli olacagina inanilmaktadir.

Kaynaklar

1. Berry MN, Friend DS. High-yield preparation of isolated rat liver parenchymal cells: a biochemical
and fine structural study. J Cell Biol 1969; 43: 506-520.

2. Butaye P, Devriese LA, Haesebrouck F. Antimicrobial growth promoters used in animal feed:
effects of less well known antibiotics on gram-positive bacteria. Clin Microbiol Rev 2003; 16(2):
175-88.

233



3. Chapman HD, Jeffers TK, Williams RB. Forty years of monensin for the control of coccidiosis in
poultry. Poult Sci 2010; 89(9): 1788-801.

4. Cohen GM. Caspases: the executioners of apoptosis. Biochem J 1997; 326 ( Pt 1): 1-16.

5. Dowling PM. Miscellaneous Antimicrobials: lonophores, Nitrofurans, Nitroimidazoles, Rifamycins,
and Others. In: Giguére S, Prescott JF, Dowling PM (eds), Antimicrobial Therapy in Veterinary
Medicine. 5 th ed. Wiley-Blackwell, New Jersey, 2013: p 315-332.

6. Elmore S. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol 2007; 35(4): 495-516.

7. Ergin V, Dogan i, Cumaoglu A, Yar AS, Aricioglu A, Ekmekgi A, Menevse S, Menevse A. MCF-7
Meme Kanseri Hiicre Hattinda Doksorubisin ve Monensinin Hiicre Cogalmasi ve Sag Kalim ile
iliskili Gen ifadelenme Diizeyleri Uzerine Etkisi. J Exp Clin Med 2011; 28: 59-63.

8. Horovitz CT, Avidar Y, Bogin E, Shlosberg A, Shkap |, Weisman Y, Egyed MN. Enzyme profile in
blood and tissues of chickens fed various levels of monensin. Journal of Veterinary Medicine 1988;
35: 473-480.

9. Kant V, Singh P, Verma PK, Bais |, Parmar MS, Gopal A, Gupta V. Anticoccidial Drugs Used in the
Poultry: An Overview. Sci Int (Lahore) 2013; 1: 261-265.

10.Kaya S. Protozoonlari Etkileyen ilaglar. In: Kaya S (eds), Veteriner Farmakoloji Cilt:1. 5. Baski.
Medisan, Ankara, 2013; sy 527-53.

11.Kowaltowski AJ, Fiskum G. Redox mechanisms of cytoprotection by Bcl-2. Antioxid Redox Signal
2005; 7(3-4): 508-14.

12.Liu D, Xu Y. p53, oxidative stress, and aging. Antioxid Redox Signal 2011; 15(6): 1669-78.
13.Meral I. Monensin Etkisinin Hiicresel Mekanizmasi. YYO Vet Fak Derg 1996; 7(1-2): 102-105.

14.Mollenhauer HH, Morre DJ, Rowe LD. Alteration of intracellular traffic by monensin; mechanism,
specificity and relationship to toxicity. Biochim Biophys Acta 1990; 1031: 225-46.

15.Novilla MN. lonophores. In: Gupta RC (eds), Veterinary Toxicology Basic and Clinical Principles. 2
nd ed. Elsevier, San Diego, USA, 2012: p 1281-1299.

16.Park WH, Jung CW, Park JO, Kim K, Kim WS, Im YH, Lee MH, Kang WK, Park K. Monensin inhibits
the growth of renal cell carcinoma cells via cell cycle arrest or apoptosis. Int J Oncol 2003c; 22(4):
855-60.

17.Park WH, Kim ES, Jung CW, Kim BK, Lee YY. Monensin-mediated growth inhibition of SNU-C1
colon cancer cells via cell cycle arrest and apoptosis. Int J Oncol 2003b; 22(2): 377-82.

18.Park WH, Kim ES, Kim BK, Lee YY. Monensin-mediated growth inhibition in NCI-H929 myeloma
cells via cell cycle arrest and apoptosis. Int J Oncol 2003a; 23(1): 197-204.

19.Park WH, Lee MS, Park K, Kim ES, Kim BK, Lee YY. Monensin-mediated growth inhibition in acute
myelogenous leukemia cells via cell cycle arrest and apoptosis. Int J Cancer 2002b; 101(3): 235-42.

20.Park WH, Seol JG, Kim ES, Kang WK, Im YH, Jung CW, Kim BK, Lee YY. Monensin-mediated growth
inhibition in human lymphoma cells through cell cycle arrest and apoptosis. Br J Haematol 2002a;
119(2): 400-7.

21.Seglen PO. Preparation of isolated rat liver cells. Methods Cell Biol 1976; 13: 29-83.

22 .Silva LF, Barbosa EFG, Novaes EPF, Borges JRJ, Lima EMM, Castro MB. Clinical and Pathological
Changes in Sheep During a Monensin Toxicity Outbreak in Brasilia, Brazil. Asian J Anim Vet Adv
2016; 11: 73-78.

234



23.Towbin H, Staehelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to
nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc Natl Acad Sci U S A 1979; 76(9):
4350-4.

24.Wagner DD, Furrow RD, Bradley BD. Subchronic toxicity of monensin in broiler chickens. Vet
Pathol 1983; 20(3): 353-9.

25.Yarsan E. Monensin ile Vitamin E ve Selenyumun Birlikte veya Ayri Ayri Verilmesinin Etlik Piliglerde
Enzim Etkinlikleri ve Histopatolojik Parametrelere Etkileri. Turk J Vet Anim Sci. 1998; (22): 53-63.

235



Kopek Mastositom Hiicre Serisinde c-KIT Geninin siRNA Aracili Susturulmasi*

M. Yenal AKKURT* Recep UYAR? Niiket BILGEN® Begiim YURDAKOK-DIKMEN? Bengi GINAR KUL!

*Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali, Altindag/Ankara
2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Altindag/Ankara

Ozet: Kopekler, insanlar ile arasindaki yiiksek genetik ve cevresel homolojiden dolay tiiméral
olgulardaki ilag kesfi ve gelistirme calismalarinda kullanilan en yaygin model organizma
konumundadir. MHT, kdpekte gorilen tlim timor tiplerinin %6’sini olusturmakla beraber, deri
kanserlerinde de %13-21 araciliginda insidansa sahiptir. insanda gézlenen gastrointestinal
timorlerden birgogunun kokeni, kopek MHT olgularinin ortaya ¢ikmasina neden olan c-Kit geni
mutasyonlarina dayanmaktadir. MHT'nin etiyolojisinde en iyi tanimlanmis olan mekanizma,
proto-onkogen olan tirozin protein kinaz - Kit ya da CD117 (c-KIT) geni tarafindan kodlanan
Mast/kék hiicre buyume faktori reseptori (Mast/stem cell growth factor receptor, SCFR)
Uzerinden olmaktadir. Kopek MHT olgularinda en sik gozlenen ve c-KIT geninin 11. ekzonunda
belirlenmis 48 baz ciftlik dublikasyonun, timér malignitesi ile iliskisi kesin olarak belirlenmistir.
Mevcut literatir géz onitinde bulunduruldugunda MHT tedavisinde farkli c-KIT reseptor
inhibitorlerine (imatinib, masitinib, toceranib) karsi gelisen direng mekanizmalari ile timor
gelisimi devam etmektedir. Bu nedenle, MHT’nin tedavisine yonelik yeni yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir. Sunulan ¢alismada Mastositom C2 hiicre hattinda siRNA ile ligand bagimsiz faal
olan mutant genin susturulmasi ve masitinib ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Mastinib etken
maddesinin 1C50 dozunun belirlenmesi igin yapilan MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) testlerinde taranan literatiirden farkli olarak (100nM) IC50 dozu
56nM olarak belirlenmistir. Ardindan, mutant c¢-KIT geninin ifadesinin Olgllmesi ile
transfeksiyonun basarisi test edilmistir. Mastositom C2 hiicre hattinda, c-Kit geni ifadesinin
lipofektamin aracili transfeksiyon sonrasi diistigi belirlenmistir. Bu ¢alisma, henliz sadece bir
SiRNA denemesi Uzerine elde edilen 6n verileri icermektedir. Bununla birlikte, ilerleyen
calismalarda, gen susturma etkinligi tarafimizdan yapilan ve ayni mRNA'yi hedefleyen ilave

siRNA'lar ile beraber degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: c-kit geni, Gen susturma, Képek, Mastositom, siRNA, Timér.

*Sunulan ¢alisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
(Proje no: 16L0239016) desteklenmistir.
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Silencing of The C-KIT Gene Through Sirna in Canine Mastocytoma Cell Line*

Abstract: Dogs are the most common model organisms used in drug discovery and
development studies in tumor cases due to their high genetic and environmental homology
with humans. The incidence of MCT is %6 in all tumor types in dogs, while the incidence of
MCT is %13-21 in skin cancers. The majority of human gastrointestinal tumors originate from
mutations in the c-Kit gene, leading to the emergence of canine MHT cases. The best-
described mechanism in the etiology of MCT is via the Mast/stem cell growth factor receptor
(SCFR) encoded by the proto-oncogene tyrosine-protein kinase - Kit or CD117 (c-KIT) gene.
Mutations in this gene have been reported to cause mast cell tumors. The relationship
between 48 base duplication identified in 11th exon of the c-KIT gene, which is most
commonly observed in MCT cases, and tumor malignancy has been precisely determined. In
the treatment of MCT, different c-KIT inhibitors (imatinib, masitinib, toceranib) are used.
However, the side and/or adverse effects of these ingredients and developed drug
resistance cause the progression of tumors. Therefore, the new treatment methods need to
be developed. The aim of the study was to silence the ligand-independent active mutant
gene by treating siRNA and to compare with masitinib in Mastocytom C2 cell line. This
application was performed in 24-well plates for 4 different experimental groups. Contrary to
the literature, IC50 dose (100nm) was determined as 56nM in MTT (3- (4,5-Dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) tests performed to determine the IC50 dose of
Masitinib active substance. In mastocytoma C2 cell line, expression of the c-Kit gene was
found decreased after lipofectamine-mediated siRNA transfection. This study includes
preliminary data obtained only after one siRNA targeting the mutant c-KIT gene. However, in
further studies, the efficiency of gene silencing will be evaluated by targeting the same

mMRNA via additionally siRNAs designed by us.

*This study has been supported by Ankara University, Scientific Research Projects

Coordination Unit (Project Number: 16L0239016).
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Giris

Mast hiicreleri (mastositler); mezodermden kdken alan ve bag doku igerisinde yerlesen
hiicrelerdir. Kemik iliginden vicuda yayilan mast hiicre éncilleri, periferde olgunlasarak
mastositleri meydana getirmektedir (Jamur ve Oliver, 2011). Olgun mast hiicrelerinin
sitoplazmalari irili ufakh granillerle doludur (Saglam ve ark., 2008). Bu graniller mast
hicresinin bulundugu bolgeye gore birbirinden farkh bioaktif maddeler icerebilmektedir. Bu
granillerde heparin, histamin, serotonin, kemokinler (chemokine C-C motif ligand-2, CCL2;
chemokine C-X-C motif ligand-1, CXCL1), sitokinler (tumour necrosis factor, TNF-alfa,
interleukin-6), proteazlar (simaz, triptaz) biylime faktorleri (vaskiler endoteliyal blyime
faktord, VEGF, temel fibroblast biiyiime faktorleri, bFGF) ve lipid mediatorleri (prostaglandin
D2, PGD2; Leukotriene C4, LTC4), anaflaksinin yavas etkileyen faktori (Slow-reacting
substance of anaphylaxis, SRS-A) gibi maddeler bulunmaktadir (Kumar ve Sharma, 2010;
Simsek ve ark., 2012). Dolayisiyla mastositler; yara iyilesmesi, dogal bagisiklik sistemi,
paraziter enfestasyonlar gibi bircok farkl alanda gérev alabilmektedir (Withrow ve ark.,
2013). Mast hiicre timorleri (MHT) cogunlukla deride ortaya g¢ikmalarindan dolayi bazi
kaynaklarda deri timorleri arasinda siniflandirilirken (Goldschmidt ve Hendrick, 2002),
Diinya Saghk Orgiitii (World Health Organisation, WHO) biilteninde, kdken aldigi doku olan
yumusak (mezenkimal) doku tlmorleri arasinda siniflandiriimaktadir (Weiss, 1974).
Mastositomlar deri disinda; bagirsaklar, karaciger ve dalakta da ortaya ¢ikabilmektedir
(Goldschmidt ve Hendrick, 2002). Mast hiicre timorleri, tlrler arasinda en sik kdpeklerde
gbzlenmektedir (Urman ve ark., 1960). Bunun yaninda kopekteki kadar sik olmamakla
beraber kedi (Wilcock ve ark., 1986), sigir (Head, 1958), fare, at, domuz (Goldschmidt ve
Hendrick, 2002) ve insanda da (Bloom ve ark., 2009) MHT olgulari meydana gelmektedir.
MHT’ler kopeklerde goérilen tim tlimorlerin %6’sini ve deri tiimorlerinin %13-20’sini
olusturmaktadir (Erer ve Kiran, 2009; Garrett, 2014). Gilgubuk ve Giirel (2003), 1995-2000
yillari arasinda Istanbul’da saptanan 182 kdpek tiimériniin 7’sinin kMHT oldugunu

bildirmistir.
Mast hiicre timorleri siklikla boxer, boston terrier, bulldog, pug, beagle, bull mastif, golden

retriever, labrador retriever ve rodesian ridgeback irklari olmak Gzere tiim kopek irklarinda

gorilen ve genellikle malign karakterde ortaya ¢ikmasi sebebiyle hayat tehdidi olusturabilen
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bir hastaliktir. Mevcut literatiire bakildiginda hastaligin tedavisi igin gesitli kemoterapotik ve
cerrahi yaklagimlarin oldugu gorilmektedir. Ancak kullanilan ilaglarin yan etkileri, bu ilaglara
karsi gelisen direng, metastaz olusumu ve 3. derece timorlerde cerrahi midahalelerin
yetersizligi goéz 6nlne alindiginda, tim tiimor tiplerinde oldugu gibi gelismis tedavilere
ihtiyacin oldugu goériilmektedir. Glncel literatiir incelendiginde insan MHT olgularina yoénelik
olarak siRNA aracili susturma ve alfa-tocopherol succinate (alfa —TOS) kombine tedavisi
uygulanarak yiiksek etkinlik saglandigi gosterilmistir (Ruano ve ark., 2009). Ancak bu
calismada insan mast hiicre timor serisi kullanilmis ve c-KIT geninde D816V mutasyonu
hedef alinmistir. Sunulan ¢alismada ise képek mast hiicre tiimoéri C2 hiicre serisi kullanilimig
ve kopeklerde siklikla belirlenen farkli bir mutasyon (48bp duplikasyon) tasiyan genin
susturulmasi hedeflenmistir. Elders ve ark., (2011) mutant c-KIT geni aktarilmis hamster
ovaryumu hiicre kiltlirinde bu mutasyona yonelik gen susturma denemeleri yapmiglardir.
Ancak bu galisma da kdpek mast hiicre timoriinde c-KIT geni susturulmasina bagh olarak
képek mutant mast hicrelerinin viabilitesi ve masitinib ile karsilastiriimasi konusunda bilgi
vermemektedir. Mevcut literatlr gz onlinde bulunduruldugunda MHT tedavisinde farkl c-
KIT reseptdr inhibitorlerine (imatinib, masitinib, toceranib) karsi gelisen direng
mekanizmalari ile tiimor gelisimi devam etmektedir. Bu nedenle, MHT’nin tedavisine ydnelik
yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Sunulan ¢alismada Mastositom C2 hicre hattinda
siRNA ile ligand bagimsiz faal olan mutant genin susturulmasi ve masitinib ile karsilastiriimasi

amaglanmistir.

Materyal ve Metod

Hiicre kiiltiirii: Calismanin materyalini Fransa Inserm Enstitlisi’'nden Dr. Patrice Dubreuil
tarafindan soguk zincirde gonderilen kopek mastositom C2 hiicre serisi olusturmaktadir.
Hicre serisinde 48 baz ciftlik duplikasyon igeren c-KIT mutasyonunun varligi PCR ve DNA
dizileme yontemi ile kontrol edilmistir. Hlcre kiltlrinin yeni seriler seklinde pasajlanarak
saklanmasi ve deneyler boyunca kullanilacak kisminin kiiltiir islemleri Kirikkale Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Laboratuvari ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dal’nda yapilmistir. Hlcreler, 2mM L-glutamine, %10 FBS, 100g/mL
streptomisin ve 100U/mL penisilin ile desteklenmis RPMI 1640 igerisine yayilarak, etiv

icerisinde nemli bir atmosferde, 37C° ve %5 CO? konsantrasyonunda 75 cm? flask icerisinde
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inkiibe edilmistir. C2 hiicre serisi 4. pasajinda 24 kuyucuklu (2cm?) plate’e: 1) Kontrol grubu
2) Masitinib uygulama grubu, 3) c-KIT siRNA susturma grubu ve 4) GAPDH siRNA grubu olmak
Uzere 4 gruba ayrilmistir. Her grup 3’er kuyucukta kiltlre edilerek kantitatif es zamanl PCR

(Quantitative PCR, qPCR) ile degerlendirilmistir.

IC50 Dozun Belirlenmesi: Masitinib uygulamasinda uygun miktarin belirlenmesi igin Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda IC50 degeri
belirlenmistir. MTT testi uygulamasi icin 96’lik plate icerisinde her bir kuyucukta 10 X 108
hiicre yogunlugu olacak sekilde hiicreler yetistirilmis olup, 24 saat boyunca 0,1mM Masitinib
mesilat konsantrasyonunda baglanarak log10 tabaninda ve log2 tabaninda sulandirmalar ile
10’ar sulandirma yapilarak 37C° ve %5 CO? konsantrasyonunda inkiibe edilmistir. Negatif
kontrol olarak Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich) ile muamele edilmis hiicreler kullanilmistir.
inkiibasyonun ardindan plate SpectraMax MiniMax Imaging Cytometer cihaz ile

degerlendirilmistir.

siRNA Transfeksiyonu: c-KIT geni icin Cizelge 1'de belirtilen 48 baz ciftlik duplikasyon
mutasyonu iceren mutant diziye 6zgi siRNA dizileri kullaniimigtir. Belirlenen siRNA dizilerinin
hedef mRNA (zerinde AA dinlkleotidiyle baslayip, takip eden 19 bazi iceren bir bolgelerden
secilmesine ve bu bolgelerin %30-50 GC igerigini gegmeyen bdlgelerden olmasina dikkat
edilerek tasarlanmistir. Bu amagla Genescript siRNA Target Finder (GeneScript;
https://www.genscript.com/ssl-bin/app/rnai)  ve IDT  siRNA Design yazilimi
(http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/RNAi/RNAi.aspx?source=menu) kullanilmigtir.
Belirlenen diziler BLAST (www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST) veri tabaninda képek genomunda

homoloji agisindan kontrol edilmis, sadece mutant c-KIT genine 6zgu olanlar segilmistir.

Cizelge 1. Susturulan gen ve kullanilan siRNA dizisi.

SsiRNA  Hedeflenen Gen Hedef Dizi Ref

Bolgesi

c-KIT, ekzon11 mutant agaacatacccaacacagc Sunulan galisma
GAPDH, Ekzon2B ccactttgtcaagctcatt Elders ve ark., 2011

siRNA transfeksiyonu igin hiicreler 24 kuyucuklu plate’te uygulamanin bir giin 6ncesinde

antibiyotik ve serum icermeyen 500ul RPMI1640 medium’u igerisinde %70 confluent olacak
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sekilde yetistirilmistir. Her bir kuyucukta 0,5-2 X 10° adet hiicre yogunlugu saglanmistir. Her
bir kuyucuk igin 2 pul (10pmol/ul) siRNA primeri 48ul Optimem igerisinde ¢ozdurGlmustr.
Ayrica 1 pl Lipofektamin (Lipofectamine 3000 Transfection Reagent, Thermo Fisher) 59 pl
Optimem icerisinde ¢ozdirllerek 5dk oda sicakhiginda bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda iki sollisyon 1-1 oraninda karistirilarak her bir kuyucuga 50ul hacimde dagitiimistir.
Bu asama pipet ile her bir kuyucugun igerisinde yildiz gizer gibi farkli noktalara enjekte
edilerek dzenle gerceklestirilmistir. Hicreler 37C*de CO? inkiibatérde 36 saat inkiibasyonun
ardindan PBS ile yikanip kaziyarak yapistiklari yiizeyden kaldiriimistir. Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji anabilim Dali’nda bulunan NanoEntek marka JuLI™ FL hiicre
sayim cihazinda Tripan mauvisi ile sayilarak 5000 hiicre/pl konsantrasyonda PBS (Phosphate

Buffered Saline) ile slispanse edilmistir.

RNA izolasyonu: Hiicre stispansiyonu iScript™ RT-qPCR Sample Preparation Reagent ile 1000
hiicre/ul, 200 hucre/ul, 40 hiicre/ul, 8 hiicre/ul ve 1,6 hicre/ul konsantrasyonlarinda
sulandinilmistir. Bu islemin kullanilan iScript™ RT-qPCR Sample Preparation Reagent’in
muhtemel inhibitor etkisinden sakinmak amacgh vyapilmasi gerektigi bildiriimektedir.
Suspansiyonlar 2000rcf'de 4dk 4C*’de santriflij edilerek slipernatant uzaklastiriimistir. Dipte
kalan pelet Gizerine 100ul iScript™ RT-gPCR Sample Preparation Reagent eklenerek 20sn
vorteks uygulanmistir. Arkasindan 15 000rcf'de 2dk santriflij edilerek slipernatant cDNA

sentezi i¢in -80C*'de muhafaza edilmistir.

cDNA eldesi ve Kantitatif PZR: Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (g-PCR) uygulamalari
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Laboratuar’nda
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu iScript™ RT-qgPCR Sample Preparation Reagent ile
yapilmistir. Elde edilen RNA soliisyonlarinin igerisinde kalinti DNA bulunmasi ve analizleri
olumsuz etkilemesi olasiligina karsi Dnase-l uygulamasi yapilmis ve ortamdaki DNA’lar
yikimlanmistir. Total RNA kalite ve kantitesi NanoDrop ND2000 spektrofotometri ile 260/280
nm dalga boylarindaki oranlarina bakilarak degerlendirilmistir. Elde edilen RNA’lar Uretici
firmanin onerileri dogrultusunda, reverse transkripsiyon (RT) islemi ile cDNA eldesinde
(iScript™ cDNA Synthesis Kit) kullanilmistir. incelenecek olan genlerin ifade seviyelerinin
Olgimiinde kullanilan primerlerin baglanma sicakliklari gradient 6zellige sahip es zamanli isi
dongl cihazinda SyberGreen temelli kantitatif es zamanh PCR (qQRT-PCR) teknigi kullanilarak
(Biorad CFX Connect) belirlenmistir. Sunulan ¢alismada housekeeping gen olarak GAPDH geni
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kullanilmistir.  Ayrica incelenecek gen bolgelerinde erime egrisi (melt curve) analizi
yapilmistir. Calismada kullanilan gen bolgeleri, elde edilen amplikon biyikligi ve kullanilan
primer dizileri Cizelge 2’de listelenmistir. cDNA sentezi ticari bir kit olan iScript™ cDNA
Synthesis Kit (Biorad) kullanilarak ve iireticinin yénergelerine uyularak yapilmistir. Uriin
protokolline goére; 5x iScript Reaksiyon Mixi 4 ul, iScript revers transkriptaz enzimi 1ul,
nikleazdan ari su 13 pl ve RNA lizati 2 pl olmak Gzere toplam 20 pl hacimde, 5dk 25 C°, 30dk
42¢°, 5 dk 85C° protokolii ile kurulmustur. kPZR analizleri SsoAdvanced™ Universal SYBR
Green Supermix (Biorad) kullanarak yapilmistir. Uriin protokoliine uygun sekilde
SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (2X) 5ul, ileri Primer 1ul, geri Primer 1pl,
nikleazden ari su 1ul ve cDNA 2 pl olmak Uzere toplam 10 pl hacimde reaksiyon
kurulmustur. 30sn 95C°, (5sn 95C°, 15sn 50C° 40 dongl) 2 asamali protokol kullanilimistir.
Erime egrisi analizi; 65C°-95C° arasinda her 5sn’de 0,5C”lik sicaklik artisi olacak sekilde

gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. GAPDH ve c-Kit genleri icin gPCR Amplikon buyukltkleri ve primer dizileri.

Gen Bolgesi Amplikon, Primer Dizisi
(baz gifti)
GAPDH 452 F: 5’-ACCACCGTCCATGCCATCAC-3’

R: 5’-TCCACCACCCGGTTGCTGTA-3’

c-KIT mutant 400 F:5’-CCTGTTCACACCTTTGCTGA-3’
R:5’-TAGGGCTTCTCGTTCGGTTA-3’

Bulgular
C2 mastositom hiicre hattinda c-KIT geni ekzon 11’de yer alan 48 baz ciftlik duplikasyon
mutasyonunun varligi DNA dizi analizi ile teyit edilmistir (Sekil 1). %85 konfluent oldugu

agsamada 24 kuyucuklu platelere aktarilarak transfeksiyon ¢alismalarina baslaniimistir.

Sekil 1. C2 hiicre hattinda c-KIT geni ekzon 11’de mutasyonun dogrulanmasi.
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Masitinib 1C50 doz arahgini belirlemek lizere Log10 tabaninda sulandirma igin baslangi¢ dozu

0,1mM, Log2 tabaninda sulandirma igin baslangic dozu 1000nM konsantrasyon olarak
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belirlenmistir. Logl0 tabaninda belirlenen grafik uyarinca I1C50 dozunun 56nM oldugu

belirlenmistir (Sekil 2).

Transfeksiyon isleminin ardindan hiicreler iScriptTM RT-qPCR Sample Preparation Reagent
ile muamele edilerek RNA'nin korunmasi ve izolasyonu saglanmistir. Akabinde cDNA sentezi
gerceklestirilen izolatlar ile gradient qPZR reaksiyonlari kurularak optimum primer baglanma
kosullari belirlenmistir. Ancak Ct degerlerinin 30. dongiden onceye cekilmesi basarili
olamadigindan bagil bir degerlendirilmenin yapilmasi istatistiksel agidan mimkiin

olamamistir.

1C50

1004

Canlilk Yizde

Sekil 2. IC50 Doz Grafigi, log10 tabaninda degerlendime yapilmistir.

Sonug

Mastositom C2 hiicre serisinin temini, pasajlanmasi ve saklanmasi basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. ileriye ydnelik gen susturma, gen ekleme ve cikarma (crispr) gibi
ongorilen calismalar igin Kirikkale Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari ve Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Hiicre KiiltiirQi Laboratuvarlarinda

dondurularak saklanmaktadir.
Masitinib  etken  maddesinin  uygulanmasinda mevcut literatlirler g6z Oninde

bulunduruldugunda 100nM konsantrasyonda bir konsensus oldugu gorulmistiir. Ancak

galismamizda yapilan MTT testi sonuglarina gore bu degerin 56nM oldugu belirlenmistir. Bu
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durumun laboratuarlar arasi pasajlama gibi uygulama farklliklarindan kaynaklanabilecegi

dislnilmistir ve sonraki ¢alismalarda géz ontine alinmasi gerektigi belirlenmistir.

Deney gruplari icerisinde, masitinib ve siRNA uygulamasi yapilan gruplar ile kontrol gruplari
arasinda gen ifadesinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ancak rakamsal ve yiizdesel bir
degerin hesaplanabilmesi icin Ct degerlerinin 30. dongiiden 6nce alinmasi gerektiginden PCR
etkinliginin arttirlmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir. Gen ifadesinde meydana
gelen degisikliklerin bagil degerlendirilmesinin yani sira western blotting gibi protein
dlzeyinde de arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. mRNA seviyesinde meydana gelen ifade
degisikliklerin her zaman protein seviyesinde degisiklige neden olmadigi bilinmektedir. Bu

baglamda ileri analizlerin gerekliligi s6z konusudur.

Bu ¢alismada kdpek mast hiicre timorii C2 hiicre hattinda ilk kez siRNA aracili gen susturma
metodu kullaniimistir. Calisma kapsaminda tek bir transfeksiyon metodu ve tek bir siRNA
kullaniimistir. Bu ¢alisma, henliz sadece bir siRNA denemesi lizerine elde edilen 6n verileri
icermektedir. Bununla birlikte, ilerleyen ¢alismalarda, gen susturma etkinligi tarafimizdan
yapilan ve ayni mRNA'yl hedefleyen ilave siRNA'lar ile beraber degerlendirilecektir. ilerleyen
calismalarda ise lusiferaz tahlili gibi yontemlerle transfeksiyon basarisinin élgtiimesi gerektigi
gorilmistir. Bu ¢alismada kullanilan lipofektamin transfeksiyon metodunun distk etkili
oldugunun belirlenmesi durumunda ise alternatif transfeksiyon metodlari ile karsilastirma
yapilma imkani saglanmis olacaktir. Metodolojinin gelistiriimesinin domino etkisi olarak
teknigin kopek mast hiicre timorl hastasi bireylerde in-vivo kullanimina iliskin gelecek
vadettigi dusiunllmektedir. Kopek ve insan tiriinde timoér vakalarinin ortak ve spontan
olarak gelismesi nedeniyle kdpek, insan galismalari icin ideal model organizma olarak kabul
edilmektedir. Dolayisiyla, kdpeklerde bu teknigin in-vitro ve in-vivo kullaniminin basaril
olmasi durumunda, insanlarda bireysel tedavilerin 6ni agilarak kemoterapétiklerin olasi yan
etkilerinin ve tUmor hicrelerinin kemoterapoétiklere karsi direng kazanmasinin 6niine

gecilebilecegi ongorilmektedir.
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MCF7 Hiicrelerinin BPA ve DEHP Varhiginda Vincristin'e Tepkisi

Recep UYAR! Begiim Yurdakok DIKMEN?! Yagmur TURGUT® Ayhan FiLAZi!

*Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali

Ozet: Fitalar arasinda DEHP (Bis (2-etilheksil) fitalat) ve BPA (Bisfenol A) &strojen aktif
bilesiklerdendir. Oyuncak ve kateter gibi plastic igerikli Grlinlerde yasak olmasina ragmen, birgok
maruziyet senoryalari miimkiindiir. Ostrojen reseptorii (ER) pozitif meme kanserlerinde, gevresel
ostrojen aktif bilesikleri belirgin tedavi igin bir risk olusturmaktadir. Bu ¢alismada, vinkristin ve
tamoksifenin, endokrin aktif bilesikler DEHP ve BPA varliginda ER + meme timor kanseri hilcre

dizisi MCF7'deki (insan meme adenokarsinomu) etkinligini arastirdik.

DEHP ve BPA, tek basina 0.1-100 nM konsantrasyonlarinda ve Tamoksifen (9 nM sitotoksik
konsantrasyonunda) ve Estradiol (E2) (1 nM proliferatif konsantrasyonunda) ile kombinasyon
halinde MCF7 hicrelerine uygulandi. Vinkristin, sitotoksik konsantrasyonunda (IC50 = 5.45 nM),
On testten sonra (4 saat) test edilen Gstrojen aktif bilesiklerin ayni protokoll ile uygulandi ve

ardindan hiicre canliligi MTT testi ile degerlendirildi.

1 nM'de DEHP ve BPA ile 6n inklibasyonun Vincristine sitotoksisitesini 18,71 (+ 5,43) ve %31,63
(+1,93) azalttigi bulundu. Bu 6strojen aktif bilesiklerin, Tamoksifenin sitotoksisitesini DEHP igin
%34.27 (+ 3.53) ve BPA icin %39.94 (+1.55) azalttig gorildli; Tamoksifen-Vincristine
kombinasyonun ise sirayla %8.43 (+ 2.65) ve %14.92 (+ 0.56) oraninda azalttigi saptandi.
Standart proliferatif ligand E2'nin varliginda, vinkristinin sitotoksik etkisinin DEHP igin %59.42 (+
6.32) ve BPA icin %60.20 (+ 4.87) azaldigi gorulmustir.

Sonuglar, tamoksifen ile kombinasyon halinde metastatik meme kanseri kemoterapi
tedavilerinde kullanilan bir vinca alkaloid ilaci olan vincristinin sitotoksik etkisinin, in vitro
ortamda gevresel kirletici 0strojen aktif bilesikler, DEHP ve BPA varliginda azaldigi tespit edildi.
On sonuglar, bu kirleticilere diisiik dozda maruz kalmanin varliginin kemoterapétiklerin sitotoksik
potansiyelinde bir azalmaya yol agabilecegini; gercek hayatta maruz kalma dozlarinda ve

karisimlarda bagka 6strojen aktif bilesiklerle ¢alismalar yapilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, di-2-etilheksil fitalat, Kemoterapétik, Sitotoksisite, Tamoksifen.
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Response of MCF7 Cells to Vincristin in Presence of BPA and DEHP

Abstract: Among phthalates DEHP (Bis(2-ethylhexyl) phthalate) and Bisphenol A (BPA) are
estrogen active compounds. Eventhough its ban in toys and catheters, there are still various
possible exposure scenarios. In estrogen receptor (ER)-positive breast cancers,
environmental estrogen active compounds pose a risk for prominent treatment. In this
study, we searched the efficacy of vincristin and tamoxifen, in presence of the endocrine
active compounds DEHP and BPA, in ER+ mammary tumor cancer cell line MCF7 (human

breast adenocarcinoma).

DEHP and BPA at 0.1-100 nM concentrations alone and in combination with Tamoxifen (at
cytotoxic concentration of 9 nM) and Estradiol (E2) (at proliferative concentration of 1 nM)
were applied to MCF7 cells. Vincristine was applied at its cytotoxic concentration (IC50=5.45
nM) following preincubation (4 hrs) with the same protocol of the tested estrogen active

compounds. Cell viabilities were evaluated by MTT assay.

Preincubation with DEHP and BPA at 1 nM were found to decrease the cytotoxicity of
Vincristine by 18.71 (+ 5.43) and 31.63% (+1.93). These estrogen active compounds were
found to decrease the cytotoxicity of Tamoxifen by 34.27% (+ 3.53) for DEHP and 39.94%
(£1.55) for BPA; while Tamoxifen-Vincristine combination were decreased by 8.43% (+£2.65)
and 14.92% (+0.56). In presence of the standart proliferative ligand E2, the cytotoxic effect
of vincristine were also decreased by 59.42% (+6.32) for DEHP and 60.20% (+4.87) for BPA.
The results indicate that the cytotoxic effect of vincristine, a vinca alkaloid drug used in
metastatic breast cancer chemotherapy regimes in combination with tamoxifen were found
to have decreased in presence of the environmental contaminant estrogen active
compounds, DEHP and BPA, in in vitro. The preliminary results indicate that presence of
low-dose exposure to these pollutants, might lead a decrease of the cytotoxic potency of the
chemotherapeutics; where studies should be repeated with more other estrogen active

compounds in real life exposure doses and in mixtures.

Keywords: Bisphenol A, Chemotherapeutic, Cytotoxicity, dehp diethylhexyl phthalate,

Tamoxifen.
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Giris

Kanser, kontrolstiz biylime, yayilma ve de anormal hiicreler ile karakterize bir hastalk
grubudur (1). Popllasyonlar arasinda 6lime neden olan en tehdit edici saglik sorunlarindan
biri olarak bildirilen kansere dis etkenler (sigara, kimyasallar, radyasyon ve bulasici
organizmalar) veya i¢ faktorler (kalitimsal mutasyonlar, hormonlar, immin kosullar ve
mutasyonlar)’in neden oldugu bilinmektedir (1). Meydana gelen bu kanser yapisi blylimeye
devam ettikge, timor hiicreleri cevresindeki dokulari istila eder ve vaskiiler sisteme erisir,

timor hiicrelerinin uzak organlara ve metastaza yayilmasina neden olur (2).

Kanser hiicreleri, DNA'daki hasar nedeniyle gelisir. Hasar géren DNA'nin ¢ogu zaman
hicresel tamir mekanizmalar tarafindan tamir edebilir. Tamir edilemeyen hasarli DNA’ya
sahip hicreler kanser hiicrelere dontismektedir. Meme kanseri, meme dokusunun terminal
dukto-lobiiler lnitesinden kaynaklanmaktadir. Meme bazal membrani istila etmemis olan
kanser in situ karsinom olarak adlandirilir. Diger taraftan, bazal membrani istila eden meme
kanserleri; istilaci kanserler olarak aldandirilmakta ve istilaci tipte uzak organ metastazlarina
yol agmaktadir. Meme kanseri, diinya ¢capinda kadinlar arasinda en sik teshis edilen kanser
tipidir. Oltim oranlari diisse de, meme kanserinin kadinlardaki éliim oranlarinin halen ikinci
sirada oldugu bildirimistir. Mortalitenin azaltilmasi, risk faktorlerinin belirlenmesi, erken tani

ile tedavi stratejilerinin iyilestirilmesi miimkundr (2).

Estrojen reseptori pozitif kanserlerde ve buna bagl olarak Ostrojen Uretiminden sorumlu
olan overal fonksiyonun etkinligi gbz 6nline alindiginda; bu kanser tirlinlin olusum riskini
arttirmaktadir (3). 17B-estradiol (E2) ana dstrojenik hormondur ve 6strojen reseptorleri (ER)
vasitasiyla farkl biyolojik cesitliligi dizenlenmesi; meme bezlerinin farklilagsmasi, hiicre
cogalmasi, ergenlikte ve cinsel olgunluktaki gelisim gibi bircok etkinlikten sorumludur. E2 ER
aracil hicreyi indikleyerek prokanserojenik etki gosterebilmesinin yani sira, proliferasyon,
gen mutasyonlari ve sitokrom P450-aracili metabolik aktivasyonlarda degisikliklere yol
acabilmektedir (4). Onemli epidemiyolojik ve klinik kanitlar strojenlere yada 6strojenik
etkilere sahip maddelerle kimiilatif ve sirekli suprafizyolojik dozlara maruz kalarak
uyariimasi yiiksek oranda meme adenokarsinomuna, u zun slreler boyunca maruz kalinan

dusuk dozlar ise fibroadenomlara neden olmaktadir (5).
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Kanser hiicrelerini yok etmek igin kullanilan ve genellikle antikanser ilaglar olarak adlandirilan
kemoterapik ilaglar, kanser hicrelerinin ¢ogalmasini ve biyimesini engelleyerek oldurirler
(6). Kemoterapi ilaglari, kanser hiicrelerini nasil etkiledigine, hlicresel aktivitelerin veya ilacin
etkilesime girme siirecine ve hangi hiicre dongtisiine nasil etki ettiklerini temel alarak gesitli
kategorilere ayrilir (6). Antimitotik ajanlar ise bu kemoterapik ilaglarin bir kismini olusturan,
bitki alkaloitleri ve dogal Urtinlerden elde edilen bilesiklerdir. Mitozu inhibe ederek veya
hicrenin ¢ogaltiimasi icin gereken proteinlerin yapilmasinda sorumlu enzimleri inhibe eder.
Bunlar, hiicre dongiisiiniin M fazi boyunca ¢alisirmaktadir ve bu mitotik inhibitorlerine 6rnek
olarak paclitaksel, docetaksel, etoposide (VP-16), vinblastin, vincristine ve vinorelbine

verilebilir (7).

Tamoksifen ve benzeri hormon reseptoriini hedefleyen ilaglar, dstrojen reseptori pozitif
meme kanseri hastalarinin tedavisinde kullanilan sentetik bir steroidal olmayan anti-
ostrojendir (8). Tamoksifen su anda hem erken hem de ileri diizey ER + (Ostrojen reseptori
pozitif) meme kanserinin tedavisinde kullaniimaktadir ve ayrica FDA tarafindan hastaliga
yakalanma riski yiksek olan kadinlarda meme kanserinin 6nlenmesi igin de kullanimi

onaylanmistir.

Vincristine, bitki (vinca) alkaloitleri olarak bilinen genel kemoterapi ilag grubuna aittir. Vinca
alkaloidleri, Madagaskar salyangozu Catharanthus roseus'ta (eski Vinca rosea olarak
siniflandirilmig) bulunur (9). Vincristine, tubuline baglanarak ve mikrotiiplerin olusumunu
engelleyerek etki eder. Bu inhibisyon, mitozun metafazda, 6zellikle M ve S fazlari sirasinda,
mitoz mili olusumunun bozulmasi yoluyla tutuklanmasina neden olur. Vinkristinin baska bir
etki mekanizmasi, glutamik asit kullanimini bloke ederek niikleik asit ve protein sentezine
midahale etmeyi igerir (9) (10). Ortamdaki bircok dogal ve sentetik kimyasal, steroid
hormonlarin etkisini taklit ederek veya inhibe ederek endokrin sistemlerini bozabilir, boylece
treme ve gelisimsel bozukluklar ortaya g¢ikabilir (11) Cevresel ostrojenler, endojen Gstrojen
17B-estradioliin (E2) fonksiyonunu veya aktivitesini taklit edebilen bir bilesikler sinifini temsil
eder. Bu cevresel dstrojenler, hem vahsi yasamda hem de insanda endokrin bozucular olarak

islev gorebilir.
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Bisfenol A (BPA) ve Biitil benzil fi talat (BBP), di (n-btil) fitalat (DBP) ve di (2-etilheksil) fitalat
(DEHP) igeren fitalatlar, yiyecek ambalajlari, tibbi Grlnler, oyuncaklar, yapistiricilar, plastik
kaplama ve tirnak cilasi, sa¢ spreyi ve parfiim gibi kozmetik formilasyonlar da dahil olmak
lzere plastiklestirici olarak yaygin sekilde kullanilirlar. Bu kimyasallar, sperm sayisindaki
azalma, Ureme ve gelisimsel bozukluklar ve davranissal tehlikeler dahil olmak lzere gesitli

ters etkiler yaratir (11) (12).

DEHP (13)(14)(15) ve BPA'nin Ostrojeni taklit ettigi ve dstrojen reseptoriine (ER) baglanarak
viicutta Ostrojenik etkiye sahip ¢ok onemli bir EDC (Endokrin Bozucu Kimyasallar) olma
potansiyeli ve yaygin sekilde maruz kalinmasi nedeniyle kronik durumlarla iliskili olarak

kanser riskini artirma potansiyeline sahip oldugu bildirildi (16) (17).

Materyal ve Metod

MCF-7 hiicreleri, Amerikan Tipi Kiltir Koleksiyonundan (ATCC, Rockville, MD, ABD) satin
alindi. MCF-7 hucreleri, % 5 FBS, 100 U/ml penisilin-streptomisin ile birlikte DMEM High
Glucose'de bulyltildi ve muhafaza edildi. Hiicreler %95 hava ve %5 CO, iceren nemli

ortamda 37°C'da blyutilmastr.

Uygulama gruplari iki ana grup igerisinde on farkli alt grup olarak gergeklestirilmistir (Tablo
1). (A) bu gruba ait alt gruplarin her biri vincristine (IC50 = 5.45 nM) ile muamele edilmistir ve
alt gruplarn su sekildedir: (i) sadece DEHP (0.1-100 nM dort farkli konsantrasyonda), (ii)
sadece BPA (0.1-100 nM dort farkli konsantrasyonda), Sadece E2 (1nM proliferatif
konsantrasyonunda), (iii) sadece tamoksifen (9 nM sitotoksik konsantrasyonunda), ayni
dozlarda (iv) DEHP ve (v) Tamoksifen kombinasyonu, (vi) BPA ve Tamoksifen kombinasyonu,
(vii) DEHP ve E2 kombinasyonu, (viii) BPA ve E2 kombinasyonu, sadece vincristin ve control
grubu olmak lzere uygulanmistir. Bir diger grup (B) ise yukarida belirtilen gruplandirmalarin

aynisi ancak vincristin olmaksizin gergeklestirilmistir.
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1. Sadece DEHP 1. Sadece DEHP
2. Sadece BPA 2. Sadece BPA
3. Sadece E2 3. Sadece E2
4. Sadece Tamoksifen 4. Sadece Tamoksifen
5. DEHP+E2 5. DEHP+E2
6. DEHP+Tamoksifen 6. DEHP+Tamoksifen
7. BPA+E2 7. BPA+E2
8. BPA+Tamoksifen 8. BPA+Tamoksifen
9. Sadece Vincristine 9. Sadece Vincristine
10. Kontrol Grubu 10. Kontrol Grubu
*Alt Gruplarin Herbirine Vincristin Uygulanmistir | *Alt Gruplarin Higbirine Vineristin Uygulanmamigtir!

Tablo 1. Uygulama Gruplari.

DEHP ve BPA, tek basina 0.1-100 nM konsantrasyonlarinda ve Tamoksifen (9 nM sitotoksik
konsantrasyonunda) ve Estradiol (E2) (1 nM proliferatif konsantrasyonunda) ile kombinasyon
halinde MCF7 hiicrelerine uygulandi. Vinkristin, sitotoksik konsantrasyonunda (IC50 = 5.45
nM), 6n testten sonra (4 saat) test edilen Ostrojen aktif bilesiklerin ayni protokoll ile

uygulandi ve ardindan hiicre canhhg MTT testi ile degerlendirildi.

MTT testi icin, platelerde (96 kuyucuklu) dUretilen ve uygulama gruplarina gére ayrilan
hiicrelere 25 ul ilag/numune uygulanacak ve 24 saat inkiibasyonu takiben tzerindeki vasat
bosaltilarak 15 pl MTT calisma soltisyonu (5 mg/ml PBS) eklenmistir. Formazan olusumunun
mikroskobik goruldiigu iki saatlik inkiibasyondan sonra 100 pl %1’lik SDS (Sodyum Dodesil
Stlfat) ilave edilmistir. Isiga duyarli bir yontem olmasindan dolayi galismanin tamami karanlik
ortamda gergeklestirilmistir. Plateler, horizontal karistiricida karistirildiktan sonra (100 rpm,
10 dakika), optik dansiteleri microplate okuyucuda (SpectraMax i3 Multi-Mode Platform,

Molecular Devices, ABD) 540 nm dalga boyunda okutulmustur.

Bulgular
1 nM'de DEHP ve BPA ile 6n inkiibasyonun Vincristine sitotoksisitesini 18,71 (+ 5,43) ve %
31,63 (+1,93) azalttigi bulunmustur. Bu Ostrojen aktif bilesiklerin, Tamoksifenin

sitotoksisitesini DEHP igin % 34.27 (+3.53) ve BPA igin % 39.94 (£1.55) azalttigi gorlilmds;
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Tamoksifen-Vincristine kombinasyonun ise sirayla % 8.43 (£2.65) ve % 14.92 (£0.56)
oraninda azalttigi saptanmistir. Standart proliferatif ligand E2'nin varliginda, vinkristinin
sitotoksik etkisinin DEHP igin % 59.42 (+6.32) ve BPA igin % 60.20 (+4.87) azaldig
gorilmistir. Sonug olarak tamoksifen ile kombinasyon halinde metastatik meme kanseri
kemoterapi tedavilerinde kullanilan bir vinca alkaloid ilaci olan vincristinin sitotoksik
etkisinin, in vitro ortamda ¢evresel kirletici 6strojen aktif bilesikler, DEHP ve BPA varliginda
azaldigi tespit edildi. On sonuglar, bu kirleticilere diisiik dozda maruziyetin
kemoterapétiklerin sitotoksik potansiyelinde bir azalmaya yol acabilecegini; gercek hayatta
maruz kalinan dozlarda ve karisimlarda baska Ostrojen aktif bilesiklerle ¢alismalar

yapilabilecegini gostermistir.

Tartisma

Son arastirmalara gore, Ostrojenik etkiye sahip EDC'ler, meme, yumurtalik ve uterin gibi
dstrojene duyarli organlarin kanserlerinin gelisimi ve ilerlemesi ile ilgilidir. Ornegin, BPA'nin,
ER'lere baglanarak bazi 6strojenik 6zelliklere sahip bir EDC olarak rol oynadigi ve meme ve
prostat bezinin neoplastik lezyonlarini indiiklemesi veya yatkin olmasi muhtemel oldugu
belirlenmistir (18)(18). Disiik BPA ve DEHP dozunun, insan meme karsinomu hiicrelerinin
hiicre proliferasyonunu uyardigi ve disik BPA ve DEHP dozunun fizyolojik E2
konsantrasyonuyla kombine etkisinin, Vincristine kemoterapik ajanin sitotoksik etki oraninin
azalmasina yol agtigl bulundu. Bu sonuglar isiginda cevresel kirletici ve endokrin bozucu
kimyasallar olan BPA ve DEHP’in proliferatif etkinligi bilinen bu maddelerin diisiik dozlardaki
maruziyetinin kemoterapik ajanlara karsi duyarlihgi azaltabildigini distiindirmektedir. Ayrica
bu kirleticilerin maruziyetinde, bu ajanlara karsi gelisen direng seviyelerinde degisiklilere

sebebiyet verecegini diislindlirmekte ve bu yoniyle yeni ¢alismalara igik tutabilmektedir.
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Adli Veteriner Toksikoloji Yoniiyle Hayvan istismari

Begiim Yurdakok DIKMEN®? H. Sinan SUZEN??
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Ozet: Adli veteriner toksikoloji, hayvanlarda gériilen zehirlenme vakalarini adli yéniiyle inceleyen
bilimdir. Bu kapsamda galismalar 6zellikle, hayvan istismari (kasti zehirleme, suiistimal edilen ilaglar,
Munchausen by Proxy sendromu), yasal durumlar (adli yonlyle yem kontaminasyonu, hayvansal
gidalarin kontaminasyonu), yaban hayvanlari (endistriyel, antopojenik kirleticiler, tuzaklar, gesitli
cikarlar igin toplu ve bireysel 6limler) ve iatrojenik (veteriner hekim uygulama hatalari) zehirlenme
durumlari tizerine yogunlasmistir. Kliniklerde calisan veteriner hekimlerin 6zellikle suistimal edilen
maddeler ve Munchausen by Proxy sendromuna iliskin yeterli diizeyde bilgi sahibi olmamalari, bu
vakalarin kayit edilememesine ve hatta yanis tedavi uygulamalarina neden olabilmektedir. Atlarda
farkh grup ilag ve maddeleri igeren doping maddelerinin analizinin yapildigi doping laboratuvari ve
gida/yemlerde mikotoksin/pestisit ve diger kirleticiler gibi istenmeyen maddelerin analizlerini yapan
laboratuvarlarin disinda llkemizde hayvanlarda suistimal maddelerin ve veteriner hekimlikte
kullanilan ilaglarin analizini yapan bir veteriner toksikoloji laboratuvari bulunmamaktadir. Bu durum
ozellikle istismar vakalarinin adli yoniyle degerlendirilmesini zorlastirmaktadir. Ayrica bu vakalarda
numune toplanmasi, tasinmasi ve ilgili toksikolojik analizlerinin titizlikle ve adli yoniyle 6nem
tasimaktadir. Veteriner hekimler, hasta sahibinin de gosterdigi klinik bulgular ve anamnezi goz
oniinde bulundurarak teghis ve tedavi icin gerekli uygulamalari yapmalidir. Adli veteriner toksikoloji
yoniyle hayvan istismari kapsaminda bu derlemede; hastalik semptom ve belirtilerinin hayvan
sahiplerinin kendisi tarafindan olusturulan ve farkli motivasyonlar (isten kagma, finansal kaynak,
tazminat, ilgi arama, anabolik steroid, sempatomimetik, kas gevsetici, noroleptik, tranklizan madde
gibi ilag temini) igin kullanildigi Munchausen by Proxy sendromu (MPS), Veteriner hekim tarafindan
farkli gerekgelerle yapilan kotli uygulamalar (malpractice), suistimal edici maddelere bagimli
hayvanlar (egitim sirasinda- uyusturucu/patlayici madde arama kopekleri, arastirma sirasinda-
toksisite/bagimlilik arastirmalari, hayvan sahibinin kasti ve bilingli taksir uygulamalari-raver
hayvanlar), paket viicut sendromu (maddelerin yasadisi kagakgiligi ya da transport igin hayvanlarin
kullaniimasi) bahsedilecektir. Hayvan istismarina iliskin, artan adli toksikoloji vakalarin saghkli bir
sekilde degerlendirilebilmesi ve sonuglandirilabilmesi igin; veteriner hekimligi egitimi kapsaminda
ogrencilerin bu konuda yeterli donanima sahip olacak egitimi almasi, suiistimal edilen ve hekimlikte
kullanilan ilag ve maddelerin analizinin yapildigi veteriner toksikoloji laboratuvarlarinin kurulmasi
onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adli veteriner toksikoloji, Hayvan istismari, Munchausen by Proxy sendromu,
Suistimal edilen maddeler.
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Animal Abuse and Veterinary Forensic Toxicology

Abstract: Veterinary forensic toxicology is the science that focus on toxicology cases of animals
within legal perspective. In this context, studies on veterinary forensic toxicology are mainly
directed to animal abuse (deliberate poisoning, abused drugs, Munchausen by Proxy syndrome),
legal situations (forensic aspects of feed-animal origin food contamination), wild animal
(industrial, anthropogenic pollutants, traps, flock and/or individual death cases for various
interests) and iatrogenic (veterinary practice errors) poisonings. Inadequate knowledge of the
abusive substances and Munchausen by Proxy syndrome by veterinarians working in clinics may
lead to the failure to register these cases and even to treat them incorrectly. Besides the doping
laboratory that analyzes the doping substances containing different groups of drugs and
substances in horses, and toxicology laboratories that only analyze undesirable substances (such
as mycotoxins / pesticides and other pollutants in food / feed); there is no veterinary toxicology
laboratory in Turkey that analyze drugs of abuse or veterinar drugs in companion animals for
forensic purposes. This makes it particularly difficult to evaluate judicial aspects of abuse cases.
In addition, the collection, transport and related toxicological analysis of these cases is of
particular importance within legal context. In particular to these cases, veterinarians should
consider the clinical symptoms and the intention of animal owner for accurate diagnosis and
treatment. In the scope of animal abuse, this review focus on forensic veterinary toxicology;
where cases of Munchausen by Proxy syndrome (MPS), in which the disease signs and symptoms
are created by the animal owners themselves and used for different motivations (avoidance of
work, financial resources, compensation, psychological interest and drug request such as
anabolic steroid, sympathomimetic, muscle relaxant, neuroleptic, tranclizant substances);
malpractice performed by the veterinary surgeons for different purposes, animals addicted
to/poisoned by abusive substances (during training - drug / explosive search dogs, during
research - toxicity / addiction studies, deliberate and deliberate practices of the animal owner -
raver animals), pack mule syndrome (illegal trafficking of substances or the use of animals for
transport). In order to better evaluate and finalize the increasing forensic toxicology cases
related to animal abuse; it is recommended that the students receive adequate training
veterinary forensic toxicology focusing on animal abuse in the veterinary curriculum and
establish veterinary toxicology laboratories that analyze the abused substances and drugs used

in veterinary medicine.

Keywords: Abusive substances, Animal abuse, Forensic veterinary toxicology, Munchausen by
Proxy syndrome.
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Giris

Organizmaya belli bir miktarda alindiginda; farkli molekiler yolaklar lzerinden biyolojik
sistem Uzerinde morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal etkileri sonucu istenmeyen ve/veya
zararh etkiler olusturan her tiirli madde zehir olarak tanimlanir. Toksikoloji kapsaminda
belirtilen zehir ve toksikanlarin viicuda alinmasini takiben olusan istenmeyen/zararli etkiler
kalitatif ve kantitatif yoniyle arastirilirken; bu olgularin hukuksal boyutta incelenmesi Adli
Toksikoloji'nin, hayvanlarda goriilen adli zehirlenme olgularinin incelenmesi ise Veteriner
Adli Toksikoloji’nin konusudur. Klinik veteriner toksikolojiden ayri olarak, tedaviye alinan
yanittan ziyade sliphelenilen maddenin analitik olarak tespit edilmesi 6n plana ¢ikmaktadir
(1). Hayvanlarda, adli toksikolojinin konusunu olusturan maddelere maruziyet pasif
(cevresel), kazara ya da kasitli olabilmektedir. Kesin olarak bilinmemekle birlikte, ABD’de
zehirlenmelerin biylk bir kisminin (>%99) kazara maruziyete bagh ve ¢ok daha azinin kasitli
oldugu (<%1); diger evcil hayvan tirlerine gore kedi-kopeklerde daha ylksek oldugu
bildirilmektedir. Kasith hayvan zehirlenmeleri kapsaminda herhangi bir zarar niyeti olmadan
yapilan uygulamalar/tedavi (kedilere agri kesici i¢in asetominofen uygulanmasi gibi) ve zarar
vermek amaciyla yapilan uygulamalar (zehirleme) (<%0.5) bulunur (2). Ulkemizde veteriner
hekimlik yonlyle zehirlenme olgularinin kaydedildigi merkezi bir kayit sisteminin
bulunmamasi nedeniyle bu rakamlarin farkli olabilecegi diisiinilmektedir. Gida igin beslenen
hayvanlarda kasith zehirleme olaylari her ne kadar az goriilse de, ¢ok daha fazla hayvanin
(strtintin) etkilenmesi s6z konusudur. Benzer durum vahsi yasam hayvanlari igin de gegerlidir
(g6¢cmen kuslarin hedef alinmasi; ya da hazirlanan tuzak yemlerin hedef hayvan disindaki
digerleri tarafindan yenilmesi gibi). Ginimlzde medyanin yonlendirmesi ile bu olaylar
ozellikle toplum tarafindan arastirilmasi zorunlu hale getirilmekte, ancak yeterli finansal
destegin ve altyapinin bulunmamasi nedeniyle ¢ogunlukla sonuglandirilamayan adli vakalara
dontsmektedir. Veteriner adli toksikoloji vakalari; hayvanlarin kasith olarak zarar verme,
yaralama ya da 6limiyle sonuglanan hayvan istismari olgularini inceler. Bu olgulardaki
stjeler ise, sosyoekonomik ve psikolojik yonleriyle gcocuk istismari ile aile ici siddet ile de
iliskilendirilmektedir (3). Hayvan istismarina yonelik sorusturmalarda, her zaman neyin delil
olarak kabul edilecegi belli olamayabilmektedir. Adli durumlarda veteriner hekim, istismara
yonelik delil saglayan bilgileri toplamak ve delil toplama zincirinin bitlnlGgini devam

ettirmekle yukimlidir. Sugun aydinlatilmasina yardim edecek maddi delillerin bulunmasi
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amaciyla gerektiginde olay yeri incelemesini savci kontroliinde yapar. istismar vakalarinda
olay yeri incelemesinde kilit nokta dogru bilgi alinmasi (anamnez)dir. Bilingli hayvan
zehirlemelerinde genellikle zehirleyen kisi disinda géren olmadigindan, veteriner hekimin
dikkatli anemnezi ipuglarinin gériinmesinde 6nemlidir. Veteriner adli toksikoloji vakalarda,
patologa sonug gonderilmeden iyi bir anemnez tamamlanmis olmasi beklenmektedir (4).
Hastanin tirQ, irki, yasi, reproduktif durumu, énceki hastaliklari, agilama ve ilag uygulamalari
ya da destekleyici (vitamin, mineral gibi) uygulamalar, bakim/besleme kosullari, strii ya da
cok fazla hayvanin etkilenmesi durumunda etkilenen/élen hayvan sayisi, klinik bulgular
(baslangic, ani/artarak mi devam etti, siddeti) anamnez icerisinde degerlendirilir. Bu
kapsamda maruziyete iliskin bilgiler (maruziyetin oldugu vyer, ilk belirtiler maruziyet
sonrasinda ne zaman ortaya ¢ikti, maruziyete iliskin tanik bulunuyor mu) alinir. Zirai ve biylk
capli isletmelerde cevre (hayvanat bahceleri, hayvan barinaklari vb) standart bakim kosullari
(yem, su, ilaglar, destekler, altlik, mera kalitesi, sanitasyon vb) kontrol edilmelidir. Kayit
sistemlerine (yeni hayvanlarin, yem, destekleyici maddeler, ilag uygulamalari) girisin tam ve
duizglin yapildigi kontrol edilmelidir. Cevredeki yetkili/yetkili olmayan kisilerin (bakici, calisan,
temizlik gérevlisi, veteriner hekim) hareketleri kaydedilmelidir. isten cikarilan kisiler, siipheli
durumlarda dikkatle incelenir. Ozellikle tehlike altinda olan tiirler ve vahsi hayvanlar igin
yapilan calismalarda TC. Orman ve Su isleri Bakanligi izni alinmali; Milli Parktaysa Milli Park
Koruculari ve diger bakicilarla birlikte c¢alisiimalidir. Sahadaki personelle gorlismeler
(gorisme sirasinda hem etkilenen hem de etkilenmemis hayvanlar hakkinda bilgi alinir),
hayvanlarin yasadigi alan/barinak hakkinda, yemlerin hazirlandigi/hayvanlarin otladigi bélge
hakkinda, su kaynaklari ve diger maruziyetler (zehirli bitkiler, ilaglama, sanayi..vb) hakkindaki
bilgiler kaydedilir. Olay yeri inceleme, maruziyetin ic mekan (gida, ilag, suistimal edilen
maddeler, ¢Op icerikleri, temizleme drlnleri, saghk ve kozmetik drlnler, alkalin
batarya/piller, nikotin/sigara/titin, bitkiler, pestisitler gibi) ve dis mekan (Dig mekana erisimi
sinirll ve sinirsiz olan hayvanlar arasinda maruz kalinabilecek maddeler arasinda farkhhk
bulunmaktadir. Peyzaj bitkileri, ¢cim/bitki bakim Grlnleri, kompost yiginlari, havuz Grinleri,
antifrizler, 1zgara Urtinleri, ortamdaki mantar, pestisitler) olmasina gore degisir. Bu kapsamda
depolama alanlari, kapi/citlerinin acik olmasi, gidalarin renk ve butinligindeki bozulmalar,
suya karisabilecek maddeler kontrol edilmelidir. Fail-magdur-olay arasindaki iligkinin

tespitinde yarayacak, mahkemede delil olarak kullanilabilecek canli veya cansiz nesneleri
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ifade eden maddi delillerin (beyan, belge, belirti) toplanmasi 6nemlidir. Adli veteriner
hekimlik yoniyle, detayli ¢evre analizi ile birlikte olay yerinin fotograf/videoya c¢ekilmesi,
cevre ile ilgili notlar (isi, yagis, nem vs), barindigi yerin 6zellikleri (yem/su kaplarinin durumu,
ulagilabilirligi), etrafta kusma, idrar, diskilama izlerinin bulunmasi durumlar titizlikle
kaydedilmelidir. Analitik degerlendirmelerin sonuglarini yorumlarken ise bazi maddelerin
bazi dokularda yiksek konsantrasyonlarda bulunabilecegi (6r, bromethalin viicut yaginda
dagilir) goz oninde bulundurulmali, kandaki konsantrasyonun tespit limitinin altina
inebilecegi dusunilmeli ve numune degerlendirilmesi dikkatli yapilmalidir. Ana
bilesik/metabolitin biyotransformasyon ve atiima yolaklari g6z 6ninde bulundurularak
(idrar, feges, slt, yumurta gibi) maruziyetten birkag¢ saat icerisinden/ birkag haftaya kadar
analiz edilebilecegi (maddenin yari 6mrine bagh olarak) degerlendirilmelidir (5, 6).
Emilmeyen ksenobiyotikler, gastrointestinal kanaldan mediastinal damarlara ve kardiyak
dokuya gelerek, antemortem sistemik kan konsantrasyonlarindan daha yiksek diizeyde ilag

bulunmasina neden olabilir.

Olim sonrasinda antemortem rezervuarlardan, ilaglarin kana karismasiyla ilag
konsantrasyonunda olusabilecek degisiklikleri kapsayan post mortem redistribusyon (PMR-
postmortem vyeniden dagihm fenomeni) kapsaminda da ilag konsantrasyonlarinda
degisiklikler olabilecegi gbéz oniinde bulundurulmalidir (7). Bu kapsamda emilmemis
ksenobiyotik iceren mide ve rumen igerikleri (gevis getirilen), agonal asamada perimortem
olarak inhale edilerek ya da post mortem muayene sirasinda maniptilasyon hatasi ile hava
yollari be akcigere gecebilmekte, kardiyak kana aktarilabilmektedir. Akcigerler bazi
ksenobiyotikler igin rezervuar gorevi gorebilmekte (makrolid antibiyotikler), karacigerdeki
ilaglar da hepatik venler ya da vena cava ile kardiyak kana karisabilmektedir. Canli hayvanda
digoksin ve morfin miyokardda birikirken, postmortem diflizyon ile kardiyak kanda yliksek
konsantrasyonlarda bulunabilmektedir. PMR’yi etkileyen ilacin dagilim hacmi, lipofilitesi, pKa
degeri, metabolizmasi gibi pek ¢ok faktor beseri hekimlikte detayh olarak calisiimis ancak
veteriner hekimlikte genellikle gz ardi edilmistir. insan ve hayvanlarda morfolojik ve
molekiler farkhhklarin PMR farkliliklarina neden olabilecegi gz dniinde bulundurulmali ve
karar asamasinda degerlendirmelidir (8). Bu derlemede, Munchausen by Proxy sendromu

(MPS), Veteriner hekim tarafindan farkl gerekgelerle yapilan kot uygulamalar (malpractice),
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suistimal edici maddelere bagiml hayvanlar (egitim sirasinda- uyusturucu/patlayici madde
arama kopekleri, arastirma sirasinda- toksisite/bagimlilik arastirmalari, hayvan sahibinin kasti
ve bilingli taksir uygulamalari-raver hayvanlar), paket viicut sendromu (maddelerin yasadisi

kagakgiligl ya da transport igin hayvanlarin kullaniimasi) 6zetlenecektir.

1. Veteriner Hekimlik Yoniiyle Munchausen by Proxy (Vekaleten hastalik) Sendromu

istismarin gizli nedenleri arasinda yer alan ve insanlarda goriilen psikolojik bir rahatsizlik olan
Miinchausen Sendromu adini, 18 yy’da yasayan Alman Baron Karl von Munchausen'den
almaktadir. Katildigi Rus-Osmanli savasinda yasadiklarini gevresine abartili bir sekilde anlatan
ve kendini yasananlarin merkezine koyan Munchausen’in hikayelerinin yalan olarak ortaya
¢tkmasi onu Unli yapmis ve kendi adiyla anilacak bir sendromun literatiire girmesine neden
olmustur. Hastanelerde dolasip gereksiz yere tedavi almak isteyen hastalari tanimlamak igin
ilk kez 1951 yilinda Richard Alan John Asher tarafindan bu isim ile kullanilmistir. (9).
Munchausen sendromunda kisi kendisine yonelik ilgi icin hareket eder, “by proxy” (MBP) de
ise kendi otoritesi altindakiler (¢ocuk, hayvan) Uzerinden ilgi ¢ekmek ister. Bu Kkisilik
bozuklugu ¢ocuklarda ve hayvanlarda 6limle sonuglanabilir. Hastalik semptom ve belirtileri,
hayvan sahiplerinin kendisi tarafindan olusturulan ve farkli motivasyonlar (isten kagma,
finansal kaynak, tazminat, ilgi arama, anabolik steroid, sempatomimetik, kas gevsetici,
néroleptik, tranklizan madde gibi ilag temini) igin kullanilabilir. ilag elde etme motivasyonu ile
bagimli hayvan sahibinin klinige gelerek veteriner hekime kopeginde ses fobisi (simsek ve
benzeri glriltilerde garip davraniyor) oldugunu belirterek tranklizan ilag recetelendirmesi
istenmesi, kopekte ©ksirlk sikayetiyle gelen bir opiyat bagimlisi hayvan sahibinin
hidrokodon ya da butorfanol talebi, kdpekte zayiflik sikayetiyle gelen hayvan sahibinin
anabolik steroid talebi gibi, huzursuz davrandigini iddia ettigi kopegi igin sahibinin
antidepresan yazdirilmasinin istemesi gibi érneklerde hayvanlar genellikle pasif katilimci
olarak bulunmaktadir. MBP hastalarinin genellikle kadin oldugu, ila¢ konusunda bilgili ve
tibbi konusmalari ile veteriner hekimi etkiledigi tespit edilmistir (10). Veteriner hekimler,
internetin bulgu/senaryolari olusturmada 6nemli bir kaynak oldugunu, hayvana uygulanan
ilaglarin dozlarinin titizlikle kontrol edilmesi ile vaka takibinin yapilmasi ve hayvan
sahiplerinin semptomlarini (sinirlilik, diger fiziki belirtiler gibi) degerlendirmesi gerekliligini

mutlaka g6z 6niinde bulundurmalidir (11). Veteriner hekimler tarafindan farkli gerekgelerle
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ve farkli senaryolar kapsaminda, ozellikle finansal getiri amaciyla yapilan koti ilag/tedavi

uygulamalari (malpractice) da yine MBP kapsaminda degerlendirilebilir (12).

2. Suistimal Edilen Maddeler

Suistimal edici maddelere hayvanlarin maruziyeti; egitim sirasinda (uyusturucu/patlayici
madde arama kopekleri), arastirmalar sirasinda (toksisite, bagimlilik arastirmalari);
psikososyal bozukluklari olan hayvan sahibi nedeniyle ya da kazara (dikkatsizlik nedeniyle
unutma, acgikta birakma gibi) olabilmektedir(13). Madde istismarina yonelik gesitli hayvan
modelleri bulunmakla birlikte yaygin kullanilan tirler sican ve kdpeklerdir, uygulama yolu ise
hayvan tlri ve arastirilan maddeye gore degisir (alkol-oral, eroin-damar igi, nikotin-
inhalasyon gibi) ve 6diil yolagi ise genellikle dopaminerjik yolaklardir (kronik uygulamalarda
diger yolaklar da degerlendirilebilir). Arastirma amaciyla kullanilan tim hayvan modellerinde
oldugu gibi bu arastirmalar da 4 R prensibini (Reduction, Refinement, Replacement,
Responsibility) izlemektedir (14, 15). Psikolojik bozukluklari olan hayvan sahipleri hayvanlara
alkol veya diger suistimal edilebilen ilaglari, hayvanlarin bu maddelerden keyif alacagini
dlslinerek ya da hayvana uyguladiktan sonraki halini izlemekten keyif aldigi igin
verebilmektedir (13). Suistimal edilen maddeler igin veteriner hekimin klinige gelen hayvan
sahibini de gozlemlemesi gerekir. Genel klinik bulgularin icerisinde genislemis/daralmis pupil,
stk burun ¢ekme/burun akintisi, kirmizi gozler, igne izleri, 6fori, hiperaktivite, klinik odasini
sik terketme, burun gevresinde beyaz toz gibi bulgular dikkati ¢ekerse, mutlaka hayvanin
bulgular da dikkatle suistimal edici madde olasiligi yoniinden degerlendirilmelidir. Ancak
hayvanlar ve insanlardaki klinik bulgularin tamamen birbirinden farkli olabilecegi gbz 6niinde
bulundurulmahdir (opiyatlarda insanda pupil daralmasi ve sedasyon gorillrken kedilerde
pupil genislemesi ve MSS uyarimi gorilir gibi). Bu maddelerin analizini yapan bir laboratuvar
pet hayvanlari igin bulunmamaktadir, doping kontrolde ise sadece atlar icin degerlendirme
yapilabilmektedir. Dolayisiyla beseri laboratuvara (her laboratuvar kabul etmeyebilir),
gonderildikten sonra alinacak sonuglarin  yorumlanmasi  (kinetik parametrelerin,
metabolitlerin farkli olmasi nedeniyle sonuglar degisebilir) asamasinda yasal yaptirimi
bulunmamaktadir. Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada ¢oklu uyusturucu insan idrar test
kitinin kopeklerde de ayni ilag gruplari igin (barbitlratlar, opiyatlar, benzodiyazepinler,

amfetamin ve metamfetaminler) duyarli sonug verdigi, GC-MS kullanilarak onaylanmis ve
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sahada hizli ve glivenilir olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayni ¢alismada kullanilan test
kiti kopeklerde marijuana (kannabinoid) ve metadon (sentetik opiyat) icin duyarh
bulunmamistir (16). Veteriner hekim, suistimal edilen maddelerle istismari stpheli olan
durumlari mutlaka ilgili emniyet birimiyle temas ederek bildirmelidir. En yaygin suistimal
edilen maddeler arasinda kokain, esrar, Ecstasy (MDMA or 3,4-
Methylenedioxymethamphetamine), opiyatlar, amfetamin benzeri ilaglar, bulunmaktadir(13,
17-19). Bu maddelerin toksisitesine iliskin degerlendirme ¢ok detayli bir konu olmasi geregi
ile bu bildiri kapsaminda sunulmamistir. Birlesmis Milletler raporuna gore, Afganistan’da
nifusun %8 i (global ortalamanin iki katindan fazla) eroin, opiyat ve diger ilaglara bagiml
durumdadir ve basta opiyat olmak lizere Uretim yapilmaktadir (20), buna paralel sekilde
buradaki kopeklerde de bagimhlk orani oldukga ylksektir (21) . Suistimal edilen maddeler ve
petler arasindaki iliski kapsaminda “raver hayvanlar” olarak siniflandirilabilecek bir grup da
degerlendirilebilir. Bu grup igerisinde 0Ozellikle elektronik muzik festivallerinde ve kapal
alanlarda yine hayvan sahiplerinin hayvanlarin keyif alabilecegini diisiinerek uyguladiklari
yeni nesil psikoaktif maddelere (sentetik katinonlar, sentetik kannabinoidler, feniletilaminler,
piperazinler, ketamine, kratom, khat, Salvio divinorum gibi bitkisel maddeler vb.) (22)
maruziyet durumu séz konusu olabilmektedir. Hayvanlarda ylksek mizik ve ilacin etkisiyle
saldirganlik hali artabilmektedir. Ozellikle narkotik képeklerinin bu gibi mekanlara gitmesi

sonucunda yine hayvanlar toksisiteler goriilebilmektedir (23).

Hayvan istismarina iliskin, artan adli toksikoloji vakalarin saglikli bir sekilde
degerlendirilebilmesi ve sonuglandirilabilmesi igin; veteriner hekimligi egitimi kapsaminda
ogrencilerin bu konuda yeterli donanima sahip olacak egitimi almasi, suiistimal edilen ve
hekimlikte kullanilan ila¢ ve maddelerin analizinin yapildigi veteriner toksikoloji

laboratuvarlarinin kurulmasi énerilmektedir.

3. Paket viicut sendromu- PVS (Body packers- Pack mules)

PVS, maddelerin gastrointestinal yollarina (agizdan, anlse dek tiim sindirim sistemi), disi
genital organa (vajina) ya da diger organlara (periton, kulak vb) 6zellikle yasadisi kagakgihk
(transport) amaciyla konularak tasinmasi islemidir. Bu yontemle kagakgihigr en sik yapilan

yasadigi maddeler arasinda ise kokain birinci sirayr almaktadir. Kokaini eroin izlemektedir.

261



Bazi ender olgularda kagakgiligl yapilan madde esrardir. Viicut igerisinde bu tir maddeleri
muhafaza edebilmek icin genellikle prezervatif, lateks eldiven ya da oyuncak balonlar tercih
edilmektedir. Sindirim sistemden dogal yolla ¢ctkmasi hayvan tiiriine gére degisebilmekte;
ancak bu slrenin uzatilabilmesi igin antikolinerjik ilaglar (bagirsak hareketleri yavaslatilarak)
uygulanabilmektedir. Paketi teslim edecekleri noktaya vardiginda vicuttan bir an once
cikartabilmek  maksadi ile  diskilamayr arttirict  ilaglardan  ve  lavmanlardan
yararlanmaktadirlar. Hayvanlar ise genellikle 6ldirilmektedir. Teshis genellikle radyografi ile
konulur. Ozellikle kdpeklerde ilag/maddeler cerrahi olarak peritona yerlestirildiklerinden,
uygulama  sirasinda  aseptik  tekniklerin  uygulanamamasi  sonucu  enfeksiyon
gorilebilmektedir. Ayrica paketlerin patlamasi, dlizglin paketlenememesi sonucu paketlenen
maddenin emilimiyle birlikte akut zehirlenmeler ve &liim goériilebilmektedir(24, 25). Ornek
vakalar arasinda 1993 yilinda Miamide 1.5 metre Boa yilani igerisinde 36 kg kokain, 2004
yilinda Peru’da dev kalamarlar igerisinde toplam 700 kg kokain, 2005 yilinda Kolombiya’da 6
kopek yavrusunda eroin, 2007 yilinda Amsterdamad Perudan gelen 100 61l bocek igerisinde
300 g kokain verilebilir. PVS disinda disaridan baglanarak da hayvanlar kurye olarak
kullanilabilmektedir. 2011 yilinda Bukamaranga hapishanesinde, 2013 yilinda Moldova’da
Pruncul hapishanesinde kedi Uzerinde esrar, Rusya Tatristanda hapishanedeki eroin

tasimaciligi ornek olarak verilebilir.

Sonug

iyi veteriner hekim uygulamalari kapsaminda veteriner toksikolojide “miikemmel i¢leme”;
iyi anemnez, klinik semptomlarin dogru okunmasi, laboratuvar bulgulariyla dogrulanan
maddeye yonelik en uygun tedavi uygulamalari iken; veteriner adli toksikolojide “mikemmel
koordinasyon”; hayvan bakicisi/sahibi, veteriner hekim, veteriner patolog ve veteriner
toksikolog koordinasyonudur. Hayvan istismarina iliskin, artan adli toksikoloji vakalarin
saghkh bir sekilde degerlendirilebilmesi ve sonuglandirilabilmesi icin; veteriner hekimligi
egitimi kapsaminda 6grencilerin bu konuda yeterli donanima sahip olacak egitimi almasi,
suiistimal edilen ve hekimlikte kullanilan ila¢g ve maddelerin analizinin yapildigi veteriner

toksikoloji laboratuvarlarinin kurulmasi énerilmektedir.

262



Kaynaklar

1. Rogers E. Forensic toxicology. In: Bailey D, editor. Practical veterinary forensics. Wallingford: CABI;
2016. p. 146-58. [cited 2019 Aug 15 ] Available from: http://www.cabi.org/
cabebooks/ebook/20163206702.

2. Gwaltney-Brant SM. Epidemiology of Animal Poisonings in the United States. Vet Toxicol.
2018;37-44.

3. Gallagher B, Allen M, Jones B. Animal abuse and intimate partner violence: researching the link
and its significance in Ireland - a veterinary perspective. Ir Vet J. 2008;61(10):658-67.

4. Gerdin JA, McDonough SP. Forensic Pathology of Companion Animal Abuse and Neglect. Vet
Pathol. 2013;50(6):994-1006.

5. Merck MD. ANIMAL CSI: AN INTRODUCTION TO VETERINARY FORENSICS IN THE INVESTIGATION
OF ANIMAL CRUELTY. Gainsville, FL, USA: 2019. 12 p. [cited 2019 Aug 15 ] Available from:
https://c.ymcdn.com/sites/wsvma.site-ym.com/resource/resmgr/imported/ ~ Animal  CSI -
Merck.pdf.

6. McDonough SP, McEwen BJ. Veterinary Forensic Pathology. Vet Pathol. 2016;53(5):875-7.

7. Efeoglu Ozseker P, Daglioglu N, Gillmen MK. Postmortem Redistribution of Drugs Toxicological
Sampling Data Assessment and Interpretation. Bull Leg Med. 2015;20(2):123-123.

8. Rogers E, Stern AW. Veterinary Forensics: Investigation, Evidence Collection, and Expert
Testimony - Google Books. 1st ed. CRC Press, USA; 2017. 419 p. [cited 2019 Aug 15 ] Available
from: https://books.google.com.tr/books?id=sCtEDWAAQBAJ&pg=PT453&|pg=PT453&dq=
postmortem+redistribution+veterinary&source=bl&ots=FL3JU059TP&sig=ACfU3U34gSpvFMD-
OpeTyhUWrl1IZmmEAQ&hl=en&sa=X&ved=2ahUKEwiu6pud_4TkAhUIt4sKHYkFCqAQ6AEWBX0EC
AkQAQ#v=onepage&qg=postmor.

9. Tunc T. Minchausen by proxy sendromu. Ankara Barosu Derg. 2018;6:18-24.

10.Milani M. Problematic client-animal relationships: Munchausen by proxy. Can Vet J.
2006;47(12):1161.

11.0xley JA, Feldman MD. Munchausen by proxy by internet and pets. Vet Rec. 2016;178(26):663—4.

12.Schaffner J, Fershtman J. Litigating Animal Law Disputes: A Complete Guide for Lawyers - Joan
Schaffner - Google Books. American Bar Association; 2009. 584 p. [cited 2019 Aug 15 ] Available
from: https://books.google.com.tr/books?id=elgyn_OJKIsC&pg=PA168&Ipg=
PA168&dg=munchausen+by+proxy+in+which+the+veterinarian+injected+horses+with+substance
s&source=bl&ots=hMCkqzM048&sig=ACfU3U338IHMUTqEreCz67G7EW_DYZYe_Q&hl=en&sa=X&
ved=2ahUKEwj3gKr0iYXkAhVCwsQBH.

13.Khan S. Toxicities from lllicit and Abused Drugs - Toxicology - Veterinary Manual. MSD Man. 2019;
[cited 2019 Aug 16 ] Available from: https://www.msdvetmanual.com/ toxicology/toxicities-from-
human-drugs/toxicities-from-illicit-and-abused-drugs.

14.Lynch WJ, Nicholson KL, Dance ME, Morgan RW, Foley PL. Animal models of substance abuse and
addiction: implications for science, animal welfare, and society. Comp Med. 2010;60(3):177-88.

15.Spanagel R. Animal models of addiction. Dialogues Clin Neurosci. 2017;19(3):247-58.

16.Teitler JB. Evaluation of a Human On-site Urine Multidrug Test for Emergency Use With Dogs. J
Am Anim Hosp Assoc. 2009;45(2):59-66.

17.Fitzgerald KT, Bronstein AC, Newquist KL. Marijuana Poisoning. Top Companion Anim Med.
2013;28(1):8-12.

263



18.Meola SD, Tearney CC, Haas SA, Hackett TB, Mazzaferro EM. Evaluation of trends in marijuana
toxicosis in dogs living in a state with legalized medical marijuana: 125 dogs (2005-2010). J Vet
Emerg Crit Care. 2012;22(6):690-6.

19.Castellani S, Ellinwood EH, Kilbey MM. Behavioral analysis of chronic cocaine intoxication in the
cat. Biol Psychiatry. 1978;13(2):203-15.

20.United Nations. World Drug Report 2018-1 Executive Summary and Policy Implications. Vienna:
2018. 34 p. [cited 2019 Aug 16 ] Available from: https://www.unodc.org/wdr2018.

21.Ghubar G. Kabul Addicts Using Drugged Dogs To Keep Warm | TOLOnews. Tolonews. 2017; [cited
2019 Aug 16 ] Available from: https://www.tolonews.com/afghanistan/kabul-addicts-using-
drugged-dogs-keep-warm.

22.Das M. Yeni Nesil Psikoaktif Ajanlar ile Zehirlenmeler Dr. Murat DAS Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Acil Tip Anabilim Dali. 13. Ulusal Acil Tip Kongresi. Antalya: 2017 [cited 2019 Aug 16 ]
Available from: http://file.atuder.org.tr/_atuder.org/fileUpload/nzrc9xIXdyc).pdf.

23.Geanous J. Police dog went to rave and got high on ecstasy | Metro News. Metro news. 2019;
Available  from:  https://metro.co.uk/2019/01/11/police-dog-went-to-rave-and-got-high-on-
ecstasy-8334714/.

24 Hovda LR, Brutlag AG, Poppenga RH, Peterson KL. Blackwell’s five-minute veterinary consult
clinical companion. Small animal toxicology. 2016. 962 p. [cited 2019 Aug 16 ] Available from:
https://books.google.es/books?hl=tr&Ir=&id=hxKACgAAQBAJ&oi=fnd&pg=PA286&dg=packed+m
ule+syndrome+dogs&ots=iRE1z8u4Ca&sig=NyBjVaqgUxf2KV4A5AcuALwNef U#v=onepage&q&f=fa
Ise.

25.Koehler SA, Ladham S, Rozin L, et al. The risk of body packing: a case of a fatal cocaine overdose.
Forensic Sci Int. 2005;151(1):81-4.

264



Geleneksel Veteriner Farmakoloji Egitimine Alternatif Yontemler: Ankara Universitesi'ne

Bir Oneri

Aytag Unsal ADACA

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veteriner Hekimligi Tarihi ve Deontoloji Anabilim Dali, 06110,
Digkapi, Ankara

Ozet: Tirkiye’de bilimsel veteriner hekimligi egitiminin 1842 yilinda istanbul’da dogmasiyla
birlikte, veteriner hekimliginde farmakoloji egitiminin temelleri de atiimistir. Glinlmuizde Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi biinyesindeki Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal’nda dért

farkli ders Tiirkge ve ingilizce olmak lizere teorik ve uygulamali olarak verilmektedir.

Calismada farkli uluslararasi bilimsel veritabanlari kullanilarak diinyada paramedikal mesleklerde
verilen alternatif farmakoloji egitim yontemleri arastirilmistir. Diinyada farmakoloji egitimi igin
aktif 6grenmeyi ve 6grenci merkezli 6grenmeyi tesvik edici bircok yontemin kullanildigi tespit

edilmistir.

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi farmakoloji egitimi icin vaka temelli 6grenme, senaryo
temelli 6grenme, probleme dayali 6grenme, kiiglk grup tartigmalar, similasyon temelli
o6grenme (oyunlastirma- standart hasta ile goriismeler- ciddi oyunlar-sanal hastalar), ters yiz
edilmis sinif, bilgisayar destekli 6grenme, elektronik 6grenme, web tabanli 6grenme gibi
alternatif yontemlerin segilerek mifredata eklenmesinin egitim sisteminde biylk bir yenilik

olacagi ongoriilebilir.

Yeni egitim 6gretim doneminde teorik egitimi desteklemek Uizere senaryo temelli 6gretim, vaka
temelli 6gretim, probleme dayal 6gretim gibi yontemlerin kullaniimasinin basariyi arttirici etkisi
olacagl tahmin edilmektedir. Recete yazma gibi veteriner hekim-hasta sahibi etkilesiminde
gerekli olan konularin 6gretilmesinde oyunlastirma, standart hasta ve sanal hasta
similasyonlarinin  kullanilmasinin - 6grenciler tarafindan ilgi c¢ekici olarak gorilebilecegi

disunilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alternatif egitim yéntemleri, Farmakoloji egitimi, Veteriner hekimligi egitimi.
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Alternative Methods for Traditional Veterinary Pharmacology Education: A Proposal for

Ankara University

Abstract: When the scientific veterinary education in Turkey was born in 1842 in istanbul,
veterinary pharmacology education has also started. Today, the Department of
Pharmacology and Toxicology at the Faculty of Veterinary Medicine of Ankara University
gives four different courses in Turkish and in English via theoretical and practical learning

methods.

In this study, alternative pharmacology education methods of paramedical professions have
been examined by searching in different international scientific databases. It has been
determined that many alternative methods are used to promote active learning and

student-centered learning for pharmacology education.

Addition of alternative veterinary pharmacology training methods for University of Ankara
such as case-based learning, scenario-based learning, problem-based learning, small group
discussions, simulation based learning (role play, standardized patients, serious games,
virtual patients), flipped classroom, computer assissted learning, e-learning, and web based
learning to the pharmacology curriculum may be a major innovation in the veterinary

education system.

It is estimated that the use of methods such as case-based learning, scenario-based learning,
and problem-based learning to support theoretical education will improve the students’
success in pharmacology. Teaching of the some issues essential for veterinarian-client
interaction such as prescribing drugs, the use of role play, standardized patient and virtual

patient simulations may be found interesting by the students.

Keywords: Alternative training methods, Pharmacology education, Veterinary education.
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Giris

Tiirkiye’de bilimsel veteriner hekimligi egitiminin 1842 yilinda istanbul’da dogmasiyla
birlikte; en o6nemli ilaglarin 6grencilere gosterilmesine dayanan farmakoloji egitiminin
temelleri de atilmaya baslanmistir. Dersler, ilk yillarda (1842-1848) okulun kurucusu
Godlewsky tarafindan, 1849 yilindan itibaren ise sirasiyla Dubroca, donemin Tip Mektebi
muallimleri, Muallim Minas, Dr. Nuri, Besim Pasa, Ali Riza Ugur, Muallim ismail (Giritli)
tarafindan verilmistir. Yiksek Ziraat Enstitlsi’nln (YZE) Ankara’da 1933 yilinda kurulmasiyla
birlikte ilgili dersler i¢c Hastaliklari Enstitiisi biinyesinde, 1938 yilindan itibaren Fizyoloji-
Farmakoloji Enstitlisi’nde verilmistir. Mistakil bir Farmakoloji ve Toksikoloji Enstitlisti’niin
kurulmasi ancak 1939 yilinda gergeklesmis, Enstitiinin midurliigine Ord. Prof. Dr. Fazl Faik
Yegiil getirilmistir (Erk ve Dinger, 1970). Bu Enstitli; Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
(AUVF) biinyesindeki Farmakoloji ve Toksikoloji Kiirsiisii (1952), Farmakoloji ve Toksikoloji
Bilim Dali (1981) ve glinimuzdeki adiyla Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’nin (1988)

koklerini olusturmustur (Anonim, 2019a).

Tlrkiye’de Agustos 2019 tarihi itibariyle aktif egitim-6gretim faaliyetlerini siirdiiren 30
veteriner fakiiltesinin (Kirgizistan-Tiirkiye Manas ve Yakin Dogu Universiteleri dahil) 29’unda
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal’'nin mevcut oldugu ve/veya ilgili derslerin verildigi
gorilmektedir!. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesinde, Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dal’nin lisans derslerinin (Medikal Botanik, Farmakoloji | ve Regete Bilgisi,
Farmakoloji Il, Toksikoloji ve Cevre Koruma) Tiirkge ve ingilizce olarak teorik egitim ve/veya
uygulama yontemlerinin birlesimi seklinde verildigi anlagiimaktadir (Anonim, 2019b). Teorik
derslerin dersi alan tim 6grenciler ile ve bir 6gretim Uyesi liderliginde geleneksel yontemle;
uygulama derslerinin ise tim sinif iki gruba ayrilarak ve bir 6gretim elemani liderliginde
islendigi tespit edilmistir?. Ancak, Anabilim Dali biinyesinde geleneksel yénteme alternatif
olarak, 2016-2017 Egitim-Ogretim yilinda Toksikoloji ve Cevre Koruma dersi kapsaminda

alternatif bir egitim yontemi olan vaka temelli 6gretimin deneyimlendigi bilinmektedir3.

156z konusu bilgiye, her fakiltenin resmi internet sayfasi araciligiyla adi gegen Anabilim Dali sorgulanarak ulasilmistir. Tek istisna olan ve
2019 yilinda ilk kez dgrenci kabul eden Dokuz Eyliil Universitesi Veteriner Fakiiltesi igin ilgili bilgiye ulagilamamistir.

2 6z konusu bilgiye, Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Begiim Yurdakék Dikmen ile 20.08.2019 tarihinde yapilan yiiz yiize goriismede
ulasilmistir.

3 S6z konusu uygulama Dog. Dr. Begiim Yurdakdk Dikmen’in sorumlulugunda hayata gegirilmis, uygulama sirasinda bu makalenin yazari da
derse davet edilmis ve uygulamay takip etme firsati bulmustur.
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Yapilan bu arastirma ile, 6zelde AUVF, genelde ise Tiirkiye’de egitim-dgretim faaliyetlerini
strdiiren tim veteriner fakiltelerinin Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali biinyesinde
verilen lisans ve/veya lisansisti derslerde uygulanmak UGzere farkli egitim yontemleri

tanimlamak ve alan akademisyenlerinin dikkatini gekmek amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calisma, dinyada paramedikal mesleklerde klinik farmakoloji/farmakoloji ve toksikoloji
egitiminin giincel dgretim modellerini arastirmak ve AUVF igin yeni yéntemlerin uygulanacagi
bir yontem onermek tizere kurgulanmistir. Bu amagla ScienceDirect, EBSCO, PubMed, Web
of Science, Scopus basta olmak Uzere gesitli veri tabanlarindan ulasilabilen alan dergileri
Tirkce “farmakoloji egitimi, veteriner farmakoloji egitimi”,  ingilizce “pharmacology
education, veterinary pharmacology education” anahtar kelimeleriyle 1979- Agustos 2019
tarih araligi cercevesinde taranmistir. Ulasilan makaleler incelenmis, AUVF igin uygun

olabilecegi disiiniilen egitim yontemlerine ¢alismanin bulgular kisminda yer verilmistir.

Bulgular

GlnUmuzde veteriner hekimliginde farmakoloji egitiminde laboratuvar uygulamalarinda
gercek hayvan kullanimi yerine sanal laboratuvar (Dewhurst, 2008) uygulamalarina
rastlanmaktadir. Cevresel toksikoloji dersi igin ilgili kurumlarin veri tabanlarindan
yararlanilarak vaka temelli 6gretim ve yerinde 6grenme ydntemlerinin (Keck, 2006) tercih
edilebilecegi, derslerde Ggreticinin liderlik edecegi tartisma oturumlarinin ve bilgisayar
destekli 6gretim modelinin kurulabilecegi, kanita dayali egitimin ve aktif 6grenme sirecinin

(Lanusse, 2006) tesvik edilebilecegi tespit edilmistir.

Birlesik Krallik’taki tip fakltelerinde, 1990 yillarin basinda verilen farmakoloji egitiminin
cogunlukla teorik oldugu, problem ¢6zmeye dayal egitimin daha az tercih edilen bir yéntem
oldugu vurgulanmistir (Walley ve ark., 1994). ikibinli yillarin sonunda, 30 tip okulundan
23’Unde 06z yonetimli 6grenme, 21’'inde klinik temelli 6grenme, 20’sinde kiiglik grup
tartismasi, 19’unda ise problem temelli 6grenme yonteminin kullanildig bilinmektedir. Bu

okullarda klinik uygulamalar, problem temelli 6grenme yontemi, kiiciik grup tartismalari,
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cevrimici 6§renme metotlari, seminerler ve regete yazma uygulamalarinin yapildigi bilgisine

ulasiimistir (O’Shaughnessy ve ark., 2010).

Similasyon temelli 6gretim kapsaminda 0Ogrencilerin bilgisayarda c¢evrimi¢i 6grenme
faaliyetlerine katilabildikleri, gercege yakin ancak sanal ortamlari kesfedebilecekleri,
Ogrencilerin birbirleriyle oyunlastirma yaparak hasta ve saglik personeli etkilesimini
yasayabilecekleri, hasta rolii yapan aktorlerle (standart hastalar) ve/veya hasta
similatorleriyle goriisme yapabilecekleri ve bilgisayar ortaminda hazirlanan olan ciddi
oyunlari (serious games) oynayarak egitim alabilecekleri bilinmektedir (Meyer ver ark.,
2017). Gergege cok yakin/ylksek duyarlilhkli similasyonlar ile 6grencilerin etkili 6grenme
kapasiteleri ve 6grendiklerini uzun siire akilda tutmalar pozitif iliskili bulunmustur (Arcoraci
ve ark., 2018). Gergege yakin/sanal hasta (virtual patient) senaryolari kullanilarak, 6grenciler
glvenli bir ortamda, hata yapma olasilig§indan endise duymadan egitim alma sansina sahip

olabilmektedir (Nicolaou ve ark., 2019).

Yapilan bir arastirmanin sonuglari, klinik farmakoloji vakalarina yonelik yazilan senaryolarla
verilen egitimin, 06grencilerin kendi iradeleriyle 6grenmeleri ve teorik bilgiyi daha iyi
algilayabilmeleri agisindan yararli bulunduguna dair kanitlar sunmaktadir (Britto ve Subash,

2017).

Ogrencilerin derse gelmeden énce ders hakkinda hazirlik yapmasi, sinifta aktif 6grenme ile
edinecegi bilgilere ders oncesinde hakim olmasi esasina dayanan ters yiz edilmis sinif
yonteminin; Ogrencinin problemi tanimlayabilmesi ve ¢6ziim (Uretebilmesi, bilgiye
ulagabilmek icin arastirma yapabilmesi, degiskenler arasinda iliski kurabilmesi gibi birgok

avantaji bulunmaktadir (White ve ark., 2017).

Probleme dayali 6grenme yontemi; grup arkadaslari arasinda isbirligi yapma, birebir
etkilesim icinde olma, takim ruhu kazanma, iletisim kurabilme gibi sosyal becerileri
gelistirmekle birlikte (Gill ve ark., 2019); kendi kendine 6grenme, problem ¢6zebilme, bilgiyi
kullanabilme, analitik diislinebilme, elestirel distinebilme gibi bircok becerinin de 6grenme

stirecine dahil edilmesine olanak saglamaktadir (Liu ve ark., 2019, Hasamnis ve ark., 2019).
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Vaka temelli 6gretimi destekleyen (Vare ve ark., 2017; Mukku ve ark., 2018) ve teorik
bilgilerin bu yontem vasitasiyla klinik uygulamalara yansitilabilecegini savunan bilgiler
literatirde yer almaktadir (Preston ve ark., 2019, Meyer ve ark, 2017, Hasamnis ve ark.,

2019).

Hindistan’da birgok ilag orneginin sergilendigi farmakoloji mdizesi yardimiyla egitimin
etkinliginin degerlendirildigi ve 173 0&grencinin katildigl bir arastirmada, katilimcilarin
%75’inden fazlasi mizeyi ilgi cekici bulmus, %50’sinden fazlasi ise muzenin cesitli ilag
formlarinin hatirlanmasinda yardimci oldugunu ifade etmistir. Ancak, 6grencilerin mizeyi
kismen egitim-6gretim araci olarak gordlkleri bildirilmelerinin ardindan arastiricilar,
muzelerin daha ilgi ¢ekici hale getirilebilecegi ve web tizerinden ulasilabilecek e-muzelerin

olusturulabilecegi konusuna dikkat ¢ekmistir (Parmar ve ark., 2018).

Hemsirelik 6grencilerin, uygulama derslerini canli izlemeleri ve video kayitlari lizerinden
incelemeleri arasinda yapilan degerlendirmede, video kaydiyla 6grenen &grencilerin
digerlerine gore daha basarili olduklari ve tercihlerini video kayitlarindan yana kullandiklari

gorilmektedir (Devi ve ark., 2013).

Dis hekimligi 6grencileriyle yurltilen bir arastirmada, geleneksel yontemden farkl olarak
web tabanli 6gretim yontemini tercih eden 6grencilerin azinlikta oldugu dikkat ¢cekmektedir.
Ayni calismada, dersin interaktif olarak islenmesinin ve 6grencinin 6gretici ile birebir

calismasinin en ilgi cekici 6grenme yéntemi oldugu da belirtilmistir (Patel ve Katlam, 2017).

Teknoloji ve sosyal medyanin kullanildigi bir ¢calismada, 6grenciler Youtube’da yayimlanmak
Uzere egitimleriyle ilgili 4-6 dakikalik videolar ¢ekmeleri konusunda gorevlendirilmistir. Bu
uygulama, farmakoloji alaninda basari getirmesinin yani sira grup c¢alismasini tesvik etme,
yaratici olma, eglenirken 6grenme/dgrenirken eglenme ve 6zgiven kazanma gibi bircok

olumlu giktiya da olanak saglamaktadir (Zamora ve ark., 2017).
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Baska bir calismada; hemsirelik 6grencileri igin QR (quick response) kodlariyla egitim
yontemin kullanildigi ve bu yeni egitim yonteminin etkinligi literatiirde yer almistir. QR
kodlarinin  hizli okunabilirligi, dusiik maliyetli olusu, istenilen zamanda ulasilabilirligi,
Ogrencinin 6grenme yontemini kisisellestirebilmesi gibi kriterler bu yenilikgi yontemin

avantajlari arasinda yer almaktadir (Lin ve ark., 2017).

Elektronik 6grenme yontemine farkl bir 6rnek olarak medikal amagh kullanilan akilli telefon
uygulamalari verilebilir. Bu amagla, icinde Google Play Store ve iOS Appstore gibi popliler
merkezlerin de yer aldigi alti farkli akilli telefon uygulama yiikleme merkezinin toplam 306

farkli uygulamasi oldugu saptanmistir (Haffey ve ark., 2013).

Birlesik Krallik’ta klinik farmakoloji egitimini elektronik 6grenme ile vermek tzere iki farkl
program gelistirilmistir. “Prescribe” adi verilen ilk yazilim, klinik farmakolojinin temel ilkeleri,
stk kullanilan ilaglar, terapétik sorunlar ve recete yazma becerilerini gelistirmek (izere
kurgulanmistir. “Prescribing Skills Assessment” olarak adlandirilan ikinci yazilim ise daha
onceden yazilmis olan recetelerin gbdzden gegirilmesi, yeni regetelerin yazilmasi, ilag
dozlarinin hesaplanmasi, ters etki prensibiyle galisan ilaglarin regetelenmesinden kaginma
gibi konulari ele almaktadir (Maxwell, 2012). Benzer olarak elektronik 6grenme ve web
tabanli 6grenme yontemi kapsaminda, Ucretsiz ve tiim diinyadan g¢evrimici olarak ulasabilen,
Farmakoloji Egitim Projesi adi verilen web uygulamasi, tiim paramedikal meslek gruplarinin

hizmetine sunulan bir egitim stratejisi olarak dikkat cekmektedir (Faccenda ve ark., 2019).

Tartigma ve Sonug

Gegmiste bircok veteriner okulunda ders igeriginin Materia Medica aracili§iyla 6grenci
merkezli ve didaktik olarak saglandigi farmakoloji ve toksikoloji egitiminin (Van Miert, 2006),
glinimuzde teknolojinin ilerlemesiyle birlikte elektronik 6grenme ve 6grenci merkezli

O6grenme uzerine evrildigi/evrilecegi sdylenebilir.
Ogrencilerin, 6grenme siirecinde aktif olarak yer almasinin daha kolay 6grenmelerine katki

sagladigl (Ghazala ve ark., 2019) gerceginden vyola c¢ikilarak; farmakoloji egitiminde

iyilestirme yapilmasi gerekliligi gdz oniine alinmalidir. Yapilan iyilestirmenin teknolojik
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tabanli olmasi, elektronik 6grenmeye hizmet etmesi ve 6grenci merkezi olmasi (Haffey ve

ark., 2013) hassasiyetine 6nem verilmelidir.

Alternatif egitim yontemleri olarak vaka temelli 6grenme, teknik gezi/yerinde ziyaret,
senaryo temelli 6grenme, probleme dayali 6grenme, kiigiik grup tartismalari, similasyon
temelli 6grenme (oyunlastirma- standart hasta ile gortismeler- ciddi oyunlar-sanal hastalar),
hasta basinda/klinikte 6grenme, bilgisayar destekli 6grenme, elektronik 6grenme, gevrimigi
0grenme, web tabanl 6grenme gibi aktif 6grenme ve 6z yonetimli 6grenme yontemlerinin
secilerek mifredata eklenmesinin egitim sisteminde biyik bir yenilik olacagl séylenebilir.
Bahsedilen alternatif egitim ydntemlerinden bircogunun 6zelde AUVF, genelde ise
Tirkiye'deki tim veteriner fakiiltelerinin farmakoloji egitiminde kullaniimasinin olanaklar
dahilinde oldugu disiiniilmektedir. Ozellikle dersi alan 8grenci sayisi sinirlandirildigi takdirde,
ters yiz edilmis sinif yonteminin 6grenciler arasinda ilgi gekici ve 6grencinin derse olan

ilgisini arttirici etkisi olabilecegi tahmin edilmektedir.

Vaka temelli, problem temelli ve senaryo temelli 6gretim yontemlerinin diinyada 6grenciler
tarafindan tercih edildigi (Antepohl ve Herzig, 1999; Hasamnis ve ark., 2019; Liu ve ark.,
2019) bilgisine dayanarak, Tirkiye icin kurgulanan yeni egitim yonteminde recete yazma,
terapotiklerin - kullanimi, klinik farmakoloji, ila¢ etkilesimleri gibi alt baslklarda bu
yontemlerin 6n plana alinmasinin dersin anlasilabilirligi, klinige uygulanabilirligi ve kolay
hatirlanabilirligine katki sunmasi beklenmektedir. Yine regete yazma gibi klinige yonelik
veteriner hekim-hasta sahibi iletisiminde gerekli olan konularda, oyunlastirma ve standart
hasta uygulamalari gibi kisilerarasi etkilesim ve iletisime dayali simiilasyonlarin ve bilgisayar
ortaminda hazirlanan sanal hasta uygulamalarinin 6grenciler tarafindan ilgi gekici olarak

gorilebilecegi dusinilmektedir.

Diinyadaki farmakoloji egitim yontemleri incelenerek, Tirkiye icin 6nerilmek lzere segilen
alternatif yontemlerin deneme asamalarinda pilot uygulamalar olacak sekilde geleneksel
yontemle kombine olarak yer aldigi; egitim-6gretim materyali ve elemanlari agisindan gerekli
altyapi ve tecriibe saglandiktan sonra ise bu yontemlerin geleneksel yontemin yerine

kullanildigi uygulamalarda basari elde edilebilecegi 6ngorilmektedir.
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Parazitlerde ilag Direngliligi ve Direnglilik Analizleri

Arif CiLOGLU

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Kayseri

Ozet: Ginimiizde kullanilan asilarin yetersiz olmasi nedeniyle, paraziter enfeksiyonlarda
kullanilan ilagla tedavi yontemi, bu hastaliklara karsi micadele ve korunmada siklikla
kullanilan etkin bir metot olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak son yillarda 6zellikle bilingsiz
ilagc kullanimi, bu enfeksiyonlara neden olan parazitlerde direng gelisimine yol acmistir.
Parazitlerde ila¢ direncliligi mekanizmalari, parazitlerin biyolojisine gore farkhhk
gbsterebilmektedir. Parazitlerdeki ila¢ direnci mekanizmalari temel anlamda; arttirilmis ilag
akisl, azaltilmis ilag alimi, hedeflenen enzimlerdeki mutasyon olaylari, metabolik diizenleme
ve antiparaziter ilaglar igin hedef alanlarin eksikligini iceren cesitli olgulara dayanmaktadir.
Bunun yaninda, gen silme ve gen mutasyonlari gibi cesitli genetik farklilagmalar da ilaca karsi
gelistirilen direng¢ mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bildiride, ilag
direncliligini etkileyen bu mekanizmalarin yani sira parazitlerde meydana gelen direncin ileri
teknolojik metotlarda nasil tespit edilebildigi hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir. Bu
kapsamda, konuyla ilgili son yillarda yapilan calismalar derlenerek, 6zellikle Tirkiye'de
yapilan arastirmalar ve parazitlerde ilag direngliliginde meydana gelen son gelismeler

hakkinda bilgi verilmistir.
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Drug Resistance in Parasites and Analyses of the Resistance

Abstract: Due to lack of effective vaccines, chemotherapy as an effective method is
frequently used for control and defense against parasitic diseases. However, in recent years,
resistance has developed in the parasites because of uncontrolled drug use. Drug resistance
mechanisms in parasites are very inconsistent according to the biology of parasites. In
general, mechanisms of drug resistance in pathogenic parasites depend on a variety of
mechanisms consisting of augmented drug efflux, reduced drug uptake, mutation events in
targeted enzymes, metabolic upregulation, and deficiency of the target sites for antiparasitic
drugs, etc. In addition to this, various genetic mechanisms including gene deletions and gene
mutations also play a crucial role in drug resistance mechanisms. Besides the mechanisms
that affecting drug resistance, the aim of this paper is to give information about how
resistance of parasites can be determined by advanced technological methods. In this scope,
the studies in recent years were reviewed and recent advances in the drug resistance in

parasites were also explained along with the studies in Turkey.

Girig

Parazitler, kozmopolit bir yayilis gosteren, konaklarinda sasirtici derece ¢ogalabilme ve
beslenebilme yetenegine sahip mikroorganizmalardir. Parazitlerin hayatta kalma miicadelesi,
konaklarinda bliyime ve ¢ogalabilmesi ile iliskili olmakla beraber bu davranislari, gesitli
hastaliklarin meydana gelmesine sebebiyet vermektedir. Bu hastaliklar, insan ve hayvanlarda
onemli derecede verim kaybina yol agabilmekte ve hatta 6limlere neden olabilmektedir
(25). Gunumizde parazitlere ve sebep olduklari hastaliklara karsi en 6nemli korunma
metodu olarak asi 6n plana g¢ikmaktadir. Ancak, su ana kadar yapilmis bir¢cok 6nemli
calismaya ragmen, klinik agidan énemli parazitlere karsi pratikte uygulanabilen az sayida asl
bulunmakla birlikte bu asilarin etkinliginin de yeterli derecede olmadigi bildiriimektedir (25,
28). Bu nedenle de paraziter hastaliklara karsi miicadele ve korunmada en etkin metot olarak

antiparaziter ilag kullanimi ortaya gikmaktadir (12, 25).

Parazitler, konaklariyla bircok hicresel organel ve metabolik sistemi ortak bir sekilde

kullanabilmekle beraber bu organizmalar esasen kendilerine ait benzersiz bir biyokimyasal
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sisteme sahiptirler. Antiparaziter ilaglar, genellikle parazite 6zgi bu sistemleri hedef alacak
sekilde, spesifik olarak gelistirilmektedir. Ornegin, sitmanin tedavisinde kullanilan
chloroquine ve onchocerciasis’in tedavisinde kullanilan ivermectin bu temelde gelistirilmis
basarili ilaglar arasindadir (25). Buna karsin genelde parazitlere karsi kullanilan birgok ilacin,
distk terapoétik endekse sahip ve konakgl toksisitesini sinirlayan optimal farmakolojik
ozelliklerden uzak ozellikte oldugu bildiriimektedir (25). Bu nedenle de etkin antiparaziter
ilaglarin sayisinin oldukga sinirli oldugu ifade edilmektedir. Bu ilaglara karsi direng gelismesi
durumunda ise parazitlere karsi tedavi, korunma ve miicadelenin neredeyse imkansiz hale
gelecegi belirtiimektedir (25, 28). Bu kapsamda, antiparaziter ilag direngliligini etkileyen
mekanizmalarin anlagilabilmesi ve bu direncin ileri teknolojik metotlarla nasil teshis
edilebileceginin bilinmesi, gelecekte paraziter hastaliklara karsi gelistirilebilecek yeni

muicadele yontemleri ve alinabilecek 6nlemler agisindan blyik 6nem arz etmektedir.

Bildiri igerigi

Antiparaziter direng genel anlamiyla, Onerilen dozda kullanildiginda konaktaki parazit
popllasyonuna etki edebilen antiparaziter ilaglarin, séz konusu parazit populasyonunda
meydana gelen birtakim degisiklikler sonucu zamanla etkisini kaybetmesi olarak
tanimlanmaktadir (38). Ancak bu noktada 6nemli olan parazitin ilaca karsi kendinde
sekillendirdigi bu degisiklikleri bir sonraki nesle kaltsal olarak aktarabilme &zelligini
tasiyabiliyor olmasidir (29, 38). Bu olayda, parazitte, ilag direngliligi ile iliskili genler 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ancak giinlimiizde, ¢ogu parazitte ilaca karsi direng gelisiminden
sorumlu olan bu genlerin, parazitlerin ve vektorlerin karmasik yasam dongileri ve vektor-
parazit etkilesimlerinin tam olarak ¢6zlimlenememesi nedeniyle heniiz net bir sekilde
tanimlanamadigi belirtiimektedir (28). Bu nedenle de antiparaziter ilag direngliliginin
gelecekte hangi boyutlara ulasabilecegi su an icin 6n gorilememekle birlikte bu alandaki
calismalarin, yeni direng genlerinin tespit edilmesiyle birlikte umut verici bir sekilde devam

ettigi bildirilmektedir (28).
Antiparaziter ilaglara karsi meydana gelen direng mekanizmalari temelde patojen, ilag ve

cevre ile ilgili faktorler tarafindan olusturulmaktadir. Genel olarak; populasyondaki genetik

polimorfizm, direng bagimli allellerin sikhgi, katilan genlerin sayisi, direng mekanizmalarinin
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karmasikligi, parazitin biyolojisi, direng fenotipinde direngli genlerin dominant veya resesif
olup olmamasi, tedavi kapsami, antiparaziter ilag varliginda veya yoklugunda duyarli ve
direngli genotiplerin Greme formu, tedavi sikligl, parazit tasinimi ve ilag dozunu
etkileyebilecek diger uygulamalar gibi faktorler bu mekanizmalara etki etmektedir (17).
Genetik bir temele dayanan direng mekanizmalarinin meydana gelmesinde ATP baglayici
kaset (ABC) tastyicilarinin da (ATP-binding cassette transporters) énemli bir rol oynadig
distiniilmektedir (28). Ozellikle son vyillarda bu alanda yapilan calismalar séz konusu

tastyicilarin direng mekanizmalarina etkisini anlamaya yonelik olarak dizayn edilmistir.

Parazitler de dahil olmak Uzere tim 6karyot ve prokaryot hiicrelerde hayati fonksiyonlarin
surdirilebilmesinde vazgecilmez bir bilesen olan, organizmada ilag ve ilag metabolitlerinin
tasinmasindan sorumlu ABC tagsiyici proteinleri, izerinde en fazla arastirmanin yapildigi
popller bir Gst familyadir. Bu taslyicilar, bagirsak segmentleri, karaciger, beyin ve bobrek gibi
ilag emilimi, metabolizmasi, dagilimi ve atiimindan sorumlu organlarda bulunmaktadirlar
(16). ABC tasiyici proteinleri gesitli alt familyalara ayrilmaktadir (28). ilag direnci ile iligkili ABC
proteinlerinin ¢ogunun ise, ¢oklu ilag direnci (multidrug resistance, MDR) proteinleri ve ¢oklu
ilag direnci ile iligkili proteinler (multidrug resistance-associated proteins MRPs) familyasinda
yer aldigi bildirilmistir (23). Bu familyalarda yer alan P-glikoprotein ve MRPs’nin saglikli
dokularda ilaglarin hiicre iginden uzaklastiriimasi fonksiyonuna sahip oldugu ifade
edilmektedir (16). ABC tasiyicilari, parazitlerin fizyolojik islevlerinde de goérev almalarina
ragmen, gliniimiizde bu tasiyicilarin ve ilgili proteinlerin epidemiyolojik ve klinik agidan
onemli parazitlerin ilag direng¢ mekanizmalarindaki roli henliz tam olarak
¢ozimlenememistir. Ancak ABC taslyicilarinin  insan ve diger canlilarda ilacin
farmakokinetigine gosterdigi etkiler, bu tasiyicilarin ayni zamanda parazitlerde direng
sekillenmesinde de kritik bir rol oynayabilecegi ortaya koymaktadir (28). Nitekim son yillarda
yapilan calismalarda ABC tasiyicilarinin, klinik olarak izole edilmis Leishmania donovani'nin
amphotericin B’ye direng gelistirmesinde énemli bir rol oynadigi bildirilmistir (30). Diger bir
calismada ise bu tasiyicilarin benzer sekilde Trypanosoma cruzi'de meydana gelen ilag
direncinde kilit bir rol oynadig bildirilmis ve prolin tasiyict TCAAP609’nin nifurtimox ve

benzimidazole karsi direng sagladigi rapor edilmistir (35).
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Antiparaziter ilaglara karsi gelisen direncin tespiti, parazite karsgi uygulanmasi planlanan
tedavi, korunma ve miicadele programlarinin gelistiriimesinde ve yonlendirilmesinde buytik
onem arz etmektedir. Bu kapsamda gesitli metotlar gelistiriimekle birlikte bunlar parazit
cinsine gore farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle direng tespitine yonelik metotlar;
helmintler, protozoonlar ve arthropodlarda ilag direncinin belirlenmesi seklinde Gg¢ ayri ana

baslik altinda incelenmistir.

Helmintlerde ilag direncinin belirlenmesi: Antelmentik direncin belirlenmesinde c¢esitli
yéntemler kullaniimakla birlikte uygulanan testler Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiiti
(FAO)'ne gore in vitro ve in vivo olmak Uzere iki grupta toplanmaktadir. In vitro testler
baslica; yumurtadan ¢ikis testi (egg hatch assay), larval paraliz ve motilite testi, tubulin
baglanma testi, larval gelisim testi (LDA) ve ergin gelisim testi olarak belirtiimektedir (13).
Ancak bu testler, antelmentik direncin belirlenmesinde pratikte fazla kullanilmamaktadir. Bu
nedenle bu bildiride, gerek sahada gerekse laboratuvarda siklikla kullanilan in vivo testler ile
glinlimizde konuyla ilgili birgok bilimsel arastirmanin temelini olusturan molekiler

yontemler hakkinda bilgi verilmistir.

Antelmentik direncin belirlenmesinde kullanilan in vivo testler:

a) Diskida yumurta sayisi azalim testi [Faecal egg count reduction test (FECRT)]: Antelmentik
diren¢ belirleme c¢alismalarinda yaygin kullanilan bu testte ila¢g uygulama &ncesi ve
sonrasinda tedavi ve kontrol gruplarindaki hayvanlarin rektumundan bireysel olarak alinan
diski  6rneklerindeki yumurta sayillari  modifiye  McMaster teknigi  kullanilarak
belirlenmektedir. Daha sonra elde edilen sayim sonuglari, ilag prospektiisiinde ifade edilen
ilag etki stiresi gbz dniline alinarak tedavi 6ncesi yapilan sayim sonuglari ile karsilagtiriimakta
ve boylece antelmentiklerin etkinligi belirlenebilmektedir (13). Yapilan analizler sonucunda,
Onerilen dozda uygulanan ilacin yumurta sayisinda %95 Uzerinde bir azalma saglamasi
durumunda genellikle hedef parazitte herhangi bir direng olusmadigi kanaatine variimaktadir
(7). Ancak bu testte, diski ile atilan yumurta sayisinin parazit yika ile iliskili olmadigi ve
ilaglarin olgun parazitleri elemine etmeden sadece yumurtlamayi azaltabilecegi durumu da

mutlaka g6z 6niinde bulundurulmalidir (38).
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FECRT, distik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle antelmentik direngliliginin
belirlenmesinde glinimiizde hala siklikla kullanilmaktadir. Nitekim, Collins ve ark., (8) 2019
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'ndeki hindilerde Ascaridia dissimilis’in fenbendazole
direncliligini arastirdiklari calismalarinda bu metodu uygulamiglar ve parazite ait 4 farkl
susun birinde direnglilik saptamiglardir. Yine 2019 yilinda yapilan bir diger ¢alismada Macrelli
ve ark., (21) Birlesik Kralliktaki domuzlarda Oesophagostomum dentatum’un ivermectine

karsi direngliligini bu metodu kullanarak tespit etmislerdir.

FECRT, Dinya’daki direng c¢alismalarinda siklikla kullaniimakla birlikte, Tiirkiye’de yapilan
antelmentik direng arastirmalarinda da genellikle bu yontemin kullanildigi gériilmektedir. Bu
kapsamda Cirak ve ark., (9) Marmara Bolgesi'nde yer alan at ciftliklerinde yaptiklar
calismalarinda cyathostomin populasyonlarinda (atlarin kiglik strongylleri) antelmentik
direncliligini FECRT ile arastirmislar ve bu nematodlarin benzimidazole karsi direng
gosterdigini ancak pyrantel embonate ve macrocyclic lactonlara (ivermectin, moxidectin)
karsi hala duyarli olduklarini bildirmislerdir. Tinar ve ark., (37) Marmara Bélgesi'ndeki
koyunlarda FECRT metodunu kullanarak yaptiklari ¢alismalarinda strongyl enfeksiyonlarina
karsi kullanilan benzimidazole, ivermectin ve tetramisole karsi meydana gelebilecek
antelmentik direngliligi arastirmislar ve bu helmintlerin tetramisole karsi direngli oldugunu
bildirmislerdir. Ote yandan, Kése ve ark., (19) Ege Bélgesi’nde koyunlar {izerinde yiiriittikleri
calismalarinda koyunlarin gastro-intestinal nematodlarinda albendazole, oxfendazole-
oxyclosanide ve ivermectin direngliligini arastirmislar ve bu parazitlerin ivermectine karsi
direngli oldugunu tespit etmiglerdir. Yine bir diger calismada Cirak ve ark., (10) Marmara
Bolgesi'nde yer alan at iftliklerinde imidazotiyazol-pirimidin ve makrosiklik lakton (ML)
grubu antelmentiklere karsi at strongylidleri ve Parascaris equorum’da anthelmentik direnci
FECRT metodu ile arastirmislar ve ¢alismalarinin sonucunda ML grubu antelmentiklerin giftlik
atlarindaki  Parascaris tlrlerine karsi tamamen etkisiz kaldiklarini, Strongylidae
enfeksiyonlarinda ise ivermectin veya pirantel ile ilgili herhangi bir direng olusumu

gbzlenmedigini bildirmislerdir.
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b) Kontrolli test: Bu testte enfekte hayvanlar ilag verilen ve verilmeyen seklinde gruplara
ayrilmakta ve tedavi grubuna denenecek ilacin 6nerilen dozda ve siirede verilmesinin
ardindan tim hayvanlar nekropsi yapilmaktadir. Takiben, tedavi ve kontrol grubundaki
hayvanlardaki parazitler makroskobik olarak identifiye edilmekte ve sayillmaktadir. Test
sonucunda tedavi edilen ve edilmeyen hayvanlardaki parazit sayisi karsilastirilarak
antelmentiklerin  etkisi ve parazitlerde herhangi bir direng gelisip gelismedigi
belirlenmektedir. Direng tespitine yonelik en gegerli testlerden biri olan bu test, masrafl
olmasi ve uzun bir zamana gereksinim duymasi nedeniyle ¢alismalarda yaygin bir sekilde

kullanilmamaktadir (13, 31, 38).

Antelmentik direncin belirlenmesinde kullanilan molekiiler/genetik testler: Molekiler
teknikler, yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olmalari nedeniyle hem hastalik etkenlerinin
teshisinde hem de direngliligin belirlenmesinde 6zellikle son yillarda siklkla kullaniimaya
baslanmistir. Bu teknikler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temeline dayanmakla birlikte
duyarh ve direngli parazitlerdeki genetik degisiklikleri hassas bir sekilde saptayarak direngliligi
tespit etmektedir (13). Antelmentik direngliligin saptanmasinda allel-spesifik PCR (AS-PCR),
restriction fragment length polymorphism PCR (RFLP PCR), tandem competitive PCR (TC-PCR)
gibi bircok PCR gesidi kullanilabilmektedir (13, 38). Bu yontemler, direnglilik tespitinde
olduk¢a duyarli olmalarina karsin uygulamada standardizasyonlarinin zor oldugu ve
kantitasyona olanak verilmedigi bildiriimektedir (27, 36, 39). Bu nedenle birgcok helmint
tlrinln, ozellikle de trichostrongil DNA’sinin kantitatif analizi icin daha kolay, hizl ve
glvenilir olan molekiler tabanh farkli metotlar kullaniimaya baslanmistir. Bu kapsamda real-
time PCR (gPCR) son zamanlarda en fazla kullanilan metot olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
teknikte, floresan isaretli problar kullanilarak PCR g¢ogaltimini gorinir hale getirilmekte ve

duyarli/direncli alleller tespit edilebilmektedir (22, 26).

gPCR son zamanlarda ozellikle kiglik ruminantlarin trichostrongil enfeksiyonlarinda
benzimidazol direncini belirlemeye yonelik olarak kullanilmaya baslanmistir (2, 22, 24, 26).
Benzimidazoller, mikrotubul dinamiklerini inhibe etmeleri sonucunda direngliligin sebebi
olarak bilinen B-tubulin geninde nokta mutasyonlarina neden olmaktadirlar (14). Bu

kapsamda yapilan gqPCR temelli direnglilik tespit calismalarinda, B-tubulin izotip 1 genindeki
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167, 198 ve 200. kodonlardaki Ug¢ tek nikleotid polimorfizmi (SNPs) saptanmaya
calisiimaktadir (3, 20, 32). gqPCR analizlerinin sonucunda elde edilen kantitatif degerler,
amplifikasyon egrileri ve Ct (dR) (esik deger siklusu) verilerine gére hesaplanmakta, takiben
duyarh ve direngli populasyonlardaki allel sikliklari hesaplanarak antelmentik direng

belirlenmektedir (2).

Tlrkiye'de antelmentik direng tespitinde molekiiler tekniklerin kullanildig sadece bir ¢alisma
bulunmaktadir. Onder ve ark. (26) gPCR teknigini kullandiklari bu calismalarinda,
Haemonchus contortus’'un molekiler prevalansi ve karakterizasyonu ile benzimidazol (BZ)
direngliligi arastirmislar ve H. contortus popilasyonlarinda BZ duyarli ve direngli allel
sikliklarini sirasiyla %87,1+16,2 ve %12,9116,2 olarak belirleyerek direncli allele ait izolatlarin
sekans analizlerinde yalnizca 200. kodonda SNPs saptadiklarini bildirmislerdir. Boylece
arastiricilar (26) elde ettikleri bu bulgular ile Tlrkiye’de H. contortus poptlasyonlarinda BZ

direngliligini ilk kez molekiiler testler ile ortaya koymusglardir.

Protozoonlarda ilag direncinin  belirlenmesi:  Prozotozoonlarda ilag direngliliginin
belirlenmesinde helmintlerde oldugu gibi in vivo ve in vitro testler kullaniimaktadir. In vivo
testlerde genellikle hedef protozoonun konagl olan canlilardan gruplar olusturularak
parazitin direngli oldugundan slpheli susuyla, duyarli susu bu gruplara ayri ayrn
uygulanmakta ve boylece konak gruplari enfekte edilmektedir. Takiben, enfekte canlilar
direng gelistigi dustinllen ilacin 6nerilen dozuyla tedavi edilmekte ve belirli stirelerde gruplar
incelenerek parazitin olusturabilecegi fizyolojik ve patolojik degisikliklerle birlikte etkenin
hayat siklusuna gore diski veya kandaki parazit formlari arastirilarak direng tespit
edilmektedir (38). In vitro testler ise, laboratuvar ortaminda olusturulan protozoon
hatlarinda, protozoonun gogalmasinin engellendigi en disik ilag konsantrasyonu, yani
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ile parazit proliferasyonunda %50 azalmaya
neden olan inhibitor konsantrasyon (ICso) degerlerinin hesaplanmasiyla uygulanmaktadir. Bu
konsantrasyonlar, protozoon tiirli ve susuna gore degisiklik gostermekle birlikte testlerde

genellikle referans bir MIC ve ICso degeri kullaniimaktadir (34).
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Protozoonlarda direng gelisimi PCR gibi DNA tabanli teshis metotlari kullanilarak da
yapilabilmektedir. Bu kapsamda ilag direng¢ mekanizmasi ¢6zimlenmis protozoonlarda
direnglilik genleri veya direngli ve duyarli protozoonlarin genlerinde meydana gelen
polimorfizmler molekdler teshis metotlariyla spesifik bir sekilde tespit edilmekte ve bdylece
protozoonun uygulanan ilaca karsi direncli olup olmadigi belirlenebilmektedir. Bu kapsamda,
Kessl ve ark., (18) Toxoplasma gondii’de atovaquone direncini arastirdiklari ¢alismalarinda
duyarh ve direngli T. gondii suslarinin sitokrom b geninde, 129. ve 254. kodonlarda iki farkh
mutasyon saptamiglardir. Takiben, arastiricilar bu mutasyonlarin ilagla olan baglantisini
konfirme etmek amaciyla ilgili geni, Saccharomyces cerevisiae’ye nakletmisler ve laboratuvar
sartlarinda S. cerevisiae suslarinin ilag toleransinda blyik bir artis saptayarak s6z konusu
mutasyonlari direngle iliskili bulunmuslardir. Tlrkiye’de Theileria annulata (izerinde yapilan
bir ¢alismada, bu tlrlin sitokrom b geninde belirlenen mutasyonlarinin buparvaquone
direnciyle iligkisi arastirilmis ve bu kapsamda kullanilan molekiler teknikler ile duyarli ve
direngli suslarda alti sinonim ve alti non-sinonim mutasyon saptanarak s6z konusu non-
sinonim mutasyonlardan ikisinin buparvaquone’un sitokrom b geni lzerindeki muhtemel
baglanma bodlgelerinde oldugu ve dolayisiyla bu iki mutasyonun buparvaquone direnciyle
iliskili olabilecegi bildirilmistir (15). Diger bir ¢calismada ise direngli, duyarli ve kontrol grubuna
ayrilmis  protozoonlarda  direnclilik  mekanizmasinda rol oynayan proteinlerin
ekspresyonunun gPCR ile kantitatif olarak belirlenmesiyle de ilag direncinin tespit edilebildigi
belirtilmistir (6). Bunun yaninda 2019 yilinda Chahar ve ark., (5) P. falciparum’da
pyrimethamine direngliligini, yeni gelistirdikleri, hydroxynaphthol blue (HNB) indikatori
tabanli, single nucleotide polymorphism loop-mediated isothermal amplification (SNP-LAMP)

metoduyla daha kolay ve hizli teshis edebildiklerini bildirmislerdir.

Arthropodlarda ilag direncinin belirlenmesi: Dinya Saglik Orgiiti (WHO) insektler igin
uygulanmasi kolay bir direng tespit yontemi standardize etmistir. Bu yontemde, WHO
tarafindan standart olarak hazirlanmis olan insektisit emdirilmis test kagitlari kullaniimakta
ve bu kagitlar kontrol ve deney gruplarinin yer aldigi tiiplerin igerisine konularak etki ve
direng faktorleri belirlenmektedir (40). Pratikte kolay uygulanabilir olan bu yontemin yaninda
arastiricilar ~ direng  belirlemede  biyokimyasal ve molekiler metotlardan da

yararlanmaktadirlar (38). Bu metotlar igerisinde molekdler tabanli teknikler son yillarda en
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fazla kullanilan metot olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu teknikler ile direng belirleme, direng
metabolizmasinda rol oynayan hedef proteinin tespit edilmesi veya duyarli ve duyarsiz
insektlerin genetik yapisinda meydana gelen degisikliklerin saptanmasiyla yapiimaktadir. Bu
noktada, 6zellikle sivrisineklerde insektisitlere karsi direng gelisiminde rol oynayan “knock-
down resistance (kdr)” in olduk¢a 6nemli oldugu ve bu mekanizmada gorev alan genlerdeki
mutasyonlarin  molekiiler yontemlerle tespit edilmesiyle direngliligin belirlenebilecegi
bildirilmistir (4, 11, 33). Bununla birlikte Rhipicephalus (Boophilus) annulatus’un
deltamethrine karsi direngliliginin arastirildig1 bir calismada ise piretroid direncinin sodyum
channel geninde meydana gelen mutasyonlarla iliskili olabilecegini ortaya konmustur (1). Bu
kapsamda, mevcut arastirmalar incelendiginde, arthropodlarda ila¢ direncinin
belirlenmesinde direng gelisiminde rol oynayan mekanizmanin arthropod tiirlerine goére
degiskenlik gosterebildigi goriilmekte ve mutasyonlarin arastirilacagi hedef genlerin referans

kaynaklar dikkate alinarak iyi belirlenmesi gerektigi anlagiimaktadir.

Sonug

Bilingsiz ilag kullanimi Diinya genelinde oldugu gibi Tirkiye’de de direngli parazit
popilasyonlarinin olusumuna sebebiyet vermektedir. Glinimizde direng mekanizmasinin
hala bazi parazitler i¢in ¢6zimlenememis olmasi bu parazit poptilasyonlarinin giin gectikce
artmasina neden olmaktadir. Bu noktada, llke ¢apinda genis kapsamli ve 6zellikle yiiksek
duyarhhktaki tekniklerle direnclilik analiz ¢alismalarina ihtiyag oldugu gérilmektedir. Sonug
olarak bu bildiride, son yillarda yaymlanmis calismalar derlenerek, parazitlerde ilaglara karsi
gelisen direnglilik mekanizmalari ve meydana gelen direncin glincel metotlarda teshisi

hakkinda bilgi verilmistir.
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Laboratuvar Hayvanlarinda ilag Kullanimi

Levent ALTINTAS

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, 06110, Diskapl,
ANKARA

Ozet: Gunumizde yapilan calismalarda, her ne kadar alternatif yontemler gelistirilse de,
deney hayvanlari halen énemli bir yere sahiptir. Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda
dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli hususlar vardir. Hazirlanan bu bildiride; cogu zaman goz
ardi edilen, ama galisma sonuglarinin givenilirligi Gzerinde 6nemli degisikliklere sebep olan,

bazi kiiglik detaylara deginilmeye calisilmistir.

Anabhtar Kelimeler: ilag, Laboratuvar hayvani.
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Drug Use in Laboratory Animals

Abstract: In the current studies, although alternative methods are developed, experimental
animals have an important role. There are some important issues to be considered in studies
with experimental animals. In this presentation; some minor statements have been tried to
address, which are often overlooked, but can make significant changes to the reliability of

the study results.

Keywords: Drug, Laboratory Animals.

Giris

Ulkemizde Deney Hayvanlari ile calismalarda yasal diizenlemeler; 15 Subat 2014 tarih ve
28914 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve
Esaslarina Dair Yonetmelik” kapsaminda, Hayvan Deneyleri Merkezi Etik Kurulu (HADMEK)
tarafindan yapilmaktadir. Deney Hayvanlarinin kullanilacag calismalara baglamadan once;
konuya iliskin dikkat edilmesi gereken bazi énemli hususlar ve galisma Oncesi yapilmasi
gereken 6n hazirliklar vardir. Oncelikle, deney hayvanlari ile calisacak olan personel deney
hayvanlari kullanim sertifikasina sahip olmali ve galisacagl deney hayvanina karsi bir fobisi
bulunmamalidir. Yine; ¢alisma sonuglarinin glvenilirligi de goéz 6nine alindiginda, deney
hayvanlarina ilag uygularken veya hayvanlardan kan ya da diger viicut sivilarini alma islemi
esnasinda, hayvanda en az dizeyde strese yol agilmalidir. Stres ve agri viicudun normal
degerlerini degistirdiginden, yapilacak islemlerde bilimsel teknikler kullaniimali ve
arastirmaci kendine giivenerek uygulamalari hassas bir sekilde gerceklestirmelidir. Deney
hayvanlari ile calismaya baslanmadan 6nce yapilmasi gereken 6n hazirliklara iliskin kisa

hatirlatma gizelgesi Tablo 1'de verilmistir.
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Tablo 1. Deney hayvanlari ile galismaya baslanmadan 6nce yapilmasi gereken 6n hazirliklar.

Deneyin amaci | Bilimsel olarak ne elde edilmek isteniyor?

Uygulama yolu deneyin amacini karsiiyor mu?

lgili uygulamanin daha “iyi"sekilde yapilma olanag var mi?

Uygulama yolu | Uygulanacak madde(ilag) icin uygulama yolu uygun mu?

Uygulama yolu hayvanda yiksek strese neden olan bir yol mu?

Daha az aci gektirecek uygulama ile arastirma hedefine ulagilabilir mi?
Tekrarlayan uygulamalar igin uygulama yolu uygun mu?

Madde Uygulayacaginiz maddenin igerigi hakkinda yeterli bilginiz bulunuyor mu?
Uygulayacaginiz maddenin hayvanlar tizerinde istenmeyen etkileri bulunuyor mu?
Eger bulunuyorsa, buna kargin ilgili 6n hazirhklariniz neler?

Formiilasyon sekli, beklenilen etkiyi kargilayabilir mi?

Uygulanacak maddenin taze olarak mi hazirlanmasi gerekiyor?

Konsantrasyon ve doz hacmi, beklenilen etkiyi bozabilir mi?

Uygulanacak maddenin ya da tagit maddelerin fiziko-kimyasal 6zelliklerine yénelik
ek problemler var mi? (ozmolarite vb)

Hacim azaltilabilir mi?

Uygulama skl azaltilabilir mi?

Eger madde toksik ise, doz azaltilabilir mi?

Uygulanacak madde jrritan dzellige sahip mi?

Tolere edilebilen/etkili dozun tepit edilebilmesi igin 6n calismalar gerekiyor mu?

Hayvan Hayvan tiir, irk, hattina dzgl ilaca karsi duyarlilik bulunuyor mu? llgili hayvan tird
tutma ile kolayca strese giriyor mu? Bu durumda gahisilacak hayvan en uygun tar
mu?

Hayvani uygulama proseddirleri icin egitebilir misiniz? Prosedire aligmasi igin ek
sire gerekir mi?

Anestezik, sedatif ya da analjezik madde uygulanmasi gerekiyor mu? Deneyin stresi
icin bu uygulamalar yeterli mi?

ilgili tirde tolere edilebilir ve etkili dozlarin belirlenmesi igin pilot calisma /6n
deney yapildi mi?

Teknik ilaca dzgt bilimsel sorunlar (Or. oral ya da ip uygulama sonrasi ilk gegis etkisi,
emilme hizi ya da miktan, yerel etkiler) neler?

Teknik problemler neler? (en az stres olugturacak sekilde gavaj tliptnG
yerlestirmek igin uygun tutma yolu hangisidir?)

Hayvanda uygulama tekniginin her hangi bir etkisi bulunuyor mu?

Aci verme dizeyi/insancil deney sonlandirma kisimlan agik sekilde ifade edilmis
mi?

istenmeyen etkileri azaltmak amaciyla hangi iyilegtirmeler yapilabilir?

Diger kurumlardaki referans ve uzmanliklan kontrol ettiniz mi? (Daha uygun
kosullarda deneyin yapilabilecegi bir kurulus var mi?)

Calisan Uygulama yapan personelin deney hayvanlan sertifika belgesi bulunuyor mu?
Uygulamayl yapacak personel, uygulama teknigi ve olusabilecek etkilere mudahale
icin deneyimli mi?

Deneye baslamadan 6nce, konuya iliskin literatiir taramasi yapiimalidir:  Calismada
kullanilacak madde; sadece tek bir uygulama yolunda kullanilmak igin uygun olabilir veya
tirler arasinda maddeye karsi bir duyarlilik bulunabilir. Bu sebeple; hem ¢alismada
kullanilacak olan etken madde, hem de tasitin ilgili uygulama yolu ve ilgili hayvan tiri igin
uygunlugundan emin olunmalidir. Bu amagla; calismada kullanilacak olan kimyasal
maddelere iliskin literatlir taramasi yapilmal ve uygun hayvan tird, uygun doz-uygulama
yolu ve uygulama sikligi belirlenmelidir. Bu asamada “En lyi Uygulama” hedeflenmelidir. En
iyi uygulama ise; istenmeyen etkilerin en aza indirilmesi, kullanilan hayvan sayisinin
azaltilmasi, sonuglarin kalite ya da uygulanabilirliginin en yiiksege cikarilabilmesi ile

mimkindlr. Boylece olasi hatalar onceden onlenir, kullanilmayacak (deneye dahil
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edilemeyecek) hayvan sayisi en aza indirilir ve gereksiz agri/acinin olmasinin da 6niine gegilir.
Ayrica; son yillarda deney hayvanlarinin yerini alan alternatif yontemlerinin de kullaniimaya
baslamasi sebebiyle; deney hayvanlari ile ¢alisiimadan 6nce, bu tir alternatif yontemlerinin

kullanilabilirligi de mutlaka kontrol edilmelidir.

Uygulanacak maddeye iliskin bilinmesi gerekenler: Calismada kullanilacak olan kimyasal
maddelerin adi, kimyasal 6zellikleri, kullanilacak doz araligi, uygulama yolu, uygulanacak ilag
hacmi bilinmelidir. Yine uygulama ile ne amaglandigl da dnemlidir. Hazirlanan ilacin hangi
formda (sollisyon, emdilsiyon, slispansiyon) olmasi gerektigi; ¢6zlici kullanilacaksa, hangi
¢ozlclde ¢Ozdirilmesi gerektigi ve kullanilan yardimci/tasit maddeler hakkinda da bilgi
sahibi olunmalidir. Calismada kullanilacak bu maddelerin olusturacagi etkiler ve olasi yan

etkileri hakkinda da bilgi sahibi olunmalidir.

Cozelti ve ¢oziiciiler: Calismada kullanilacak olan maddeler ¢ozelti halinde uygulanacaksa;
maddeye 06zgl en ideal ¢Ozlici secilmeli ve segilen ¢ozliclinin ¢alisma sonuglarini
etkilemeyeceginden emin olunulmaldir. Suda ¢ozlinebilen maddeler igin tercih edilen en
yaygin ¢ozicl; su ve fizyolojik tuzlu su’dur. Suda ¢6zlinmeyen maddeler igin ise; uygun
organik c¢ozuculer kullanilabilir (6zellikle DMSO). Coziinmeyen kati maddeler ya da
karigmayan kimyasallar icin ise; slspansiyon ya da asii maddeler ile emdlsiyon
formilasyonlari tercih edilebilir. Hazirlanan formdilasyonlarin stabilite ve kalitesinin
saglanabilecegi slre kosullar da dikkate alinmali ve mimkiinse taze olarak hazirlanmahdir.
Ayrica; yuksek vizkoziteye sahip maddeler, rahatsizliga neden olabilir bu sebeple mimkiin

oldugunca akiskan olmayan maddelerin kullanimindan kaginilmalidir.

Emilme hizi: Beklenilen farmakolojik ya da toksikolojik etki emilme hizina bagh olarak degisir.
Bu da ilacin; fizikokimyasal 6zelliklerine, uygulama yoluna, ¢evresel faktorlere, hayvan tlri

ya da irkina gore degisir.

Alisma ve egitim: Calisma 6ncesi hayvanlarin deney veya uygulama yapilacak olan kafeslere

veya odalara alistirilmasi gerekir. Bu hem uygulama esnasinda olusabilecek stresi an aza

indirmeye olanak saglayacak hem de hayvanlarin ortama uyum saglamalarini
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hizlandiracaktir. Bu durum ozellikle képek ve primatlar igin daha fazla 6nem tasir. Ayrica;
yine hayvanlar ila¢g uygulanmadan elde tutulmaya alistirildiginda, deney sirasinda daha az
strese girerler. Alisma ve egitimde kullanilabilen yéntemlerden biri de “Odiillendirme”dir.
Odiillendirme; iyi olan davranislarin pekistiriimesidir. Yine uygulama yoluna gdre uygun
sedasyon/anestezi yapilmasi da onerilir. Ancak burada secilen sedatif/anestezigin; calisiima

sonuglarini etkilemediginden emin olunmalidir.

Kalite-standardizasyon-stabilite: Calismada kullanilan kimyasal maddelerin safligindan emin
olunmalidir. Yine; bu maddelerin hem diger yabanci maddeler hem de mikrobiyal
kontaminasyon yonlyle kontrolii énemlidir. Calisma igin hazirlanan batch’lerde (tuzlan
degisebilir) yapilan farkhhklar, kullanilan kimyasal maddelerin fiziko-kimyasal 6zelliklerini de

degistirebilir. Bu sebeple referans icin maddenin batch numarasi mutlaka belirtilmelidir.

Enjeksiyon isisi: Soguk maddelerin enjeksiyonu (direk buzdolabindan alip uygulanmasi gibi)
rahatsizlik veya soka neden olabilir. Bu sebeple; ¢alismada kullanilacak maddeler mutlaka
oda isisina getirilmeli, hatta mimkiinse uygulamadan hemen 6nce viicut isisina kadar, el ile

isitilmahdir.

Enjeksiyon uygulamasi: Genel olarak tim enjeksiyonlar ozellikle damar igi enjeksiyonlar
yavas yapilmalidir. Enjeksiyon yapilacak ignelerin ¢api hayvanin blinyesine, uygulanacak ilaca
ve yogunluguna uygun segilmelidir. ignenin capi biyiik olursa gerekli doz tam uygulanamaz.
Blyuk igneler agri verici olabilmekte ve doku hasarina neden olabilmektedir. Uygulama
oncesi yerel anestezik maddelerin uygulanmasi igneye bagh agriyi azaltir (yaklasik 3045 dk
oncesinde kullanim). Genel olarak akiskanligi hizli olan sulu ¢ozeltiler igin 25 veya daha kiiglik
numarali igneler kullanmak gerekirken, akiciligl az olan veya yapiskan sivilar icin 21 veya
daha blyik numarali ignelerin segilmesi uygundur. Enjeksiyonu zor sivilar verilirken pistonu
geriden kilitlenebilir 6zel enjektérlerin segilmesi &nerilir. igne capi, formiilasyonun
vizkozitesine, uygulama hizina bagli degisirken, igne uzunlugu uygulanacak enjeksiyonun
derinligine bagh degisir. Son zamanlarda ignesiz enjektorlerin kullanimi giderek artmistir.
Enfeksiyona neden olmamasi igin her uygulamada igneler degistirilmeli ve her zaman ucu

diizglin igne kullanilmahdir. Bu amagla kullanilabilecek igneler Sekil 1’de verilmistir.

292



Bavalod tip

i

e ARRA )MMA
- as an &
e W N6 6 T N B MM
125 105 05 06 &7 284 %56 051 045 041

Sekil 1. Enjeksiyon igin tercih edilebilecek igneler.

Hayvan tiiri ve uygulama yoluna iliskin olarak igne segimine iliskin faydalanilabilecek;

enjeksiyon klavuzu, Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Enjeksiyon klavuzu.

Intradermal (1) Subkutan(5C) | Kasigi (M) Periton i (IP) | Damarigi(IV) Kemikici 10)
Iinezunlugu: %5/8" | Iane uzunludu: /8- | ine uzunlugu: 58" | ine uzunlugu: % | IEne waunlugu: - | gne wzunlugy: e
iy Tavgan: 581" 5 5 5

Tavgan 4 | Togan 53" | Tavgan: 340"

Upgulnacsk | igne | Haoim | ifne | Uygulanacak | igne | Ham |TEe  |En (e [En |ine

yerbagna | byaKogd | arasi | biyGkagd | yerbagna | byOKIOg | arast | bayikIog | yiksek | baydkiog | yiksek | biyiKgi
enyiksek | (gauge] | (ml) | (gauge) |enyiksek |(sauge) |(ml |(sauze) |hacim | (gauge) | hacim | (gauge]
hacim (ml] hacim (ml) m] [ml]
Fare | 0.03 730 |28 |25 |005 5|23 | B[00 (2630 |00 |25
S | 0.03 B[R0 |2 (030 B2 |50 |30 (030 |23 |00 |26
Gerbil | 0.05 U0 |1 |25 |00 50|23 (BN (010 (2730 |00 |23
Hamster | 0.05 B |3 257 |00 B2 |3 |BN (030 (2527|030 |25
Kobay | 005 B[R0 |2 (030 B2 1005 | B0 (030|257 (030 |2
Tavgan | 0.03 O |05 215 |050-10 |3 |5 | AB |15 B85 |15 |02

ilaglarin Verilis Yollari

Genellikle deney hayvanlarinda agiz yolu, damar igi, deri alti, kas igi ve periton igi yol tercih
edilir. Ozel durumlarda rektum ici ve intraserebroventrikiiler yollar da kullanilabilir. ilacin
verilis yolu; verilecek ilag tiirti, miktari ve formu goéz 6nline alinarak ayarlanmahdir. Kaslarin
innervasyonunda herhangi bir problem yoksa ilaglarin verilmesinde uygun yol kas i¢i olarak
verilmesidir. Bununla birlikte ¢ok miktarda ila¢ uygulanmasi kaslarin asiri gerilmesi ve agri
olusmasina yol agar. Verilecek ilacin pH'si farkl ve soliisyon irkiltici 6zellikte ise kas igi yol

tercih edilmemelidir. Bu gibi durumlarda ilacin damar i¢i yolla verilmesi daha uygundur.
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Teorik olarak enjekte edilecek sollsyonlar steril olmalidir. Aksi takdirde enfeksiyon
olusumuna yol agar ve hayvanda ates ytikselir. Pratik olarak kemiriciler, tavsan, kus ve diger
memelilerde kontaminasyondan kaginmak sartiyla steril olmayan ilaglar da uygulanabilir. Bu
sebeple insan ve biylk hayvanlarda enjeksiyon yapilirken kullanilan asepsi ve antisepsi

kurallarina laboratuvar hayvanlarinda nadiren bagvurulur.

Emilmenin geciktirilmesi: Bu amagla; damar daralticilarin (adrenalin, NA)kullanilmasi; ilacin
tuz-esterlerinin hazirlanmasi (Penisilin G prokain; enantat, pomoat); ilacin fiziki durumunun
degistirilmesi (yag, alliminyum, pirrolidon) veya deri alti tablet seklinde uygulanmasina

(steroid maddeler) basvurulabilinir.

Sonug

Sonug olarak; deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda, deneysel islemlere baslanmadan
once, calismada kullanilacak olan kimyasal maddeler ve segilecek olan deney hayvanina
iliskin bir 6n hazirhgin yapilmasi, calisma sonuglarinin giivenilirligi bakimindan da son derece
onemlidir. Yine deney hayvanlari ile yapilacak olan ¢alismalarda, hayvan haklari ve hayvan

refahi da goz dniinde bulundurulmalidir.
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Tiirkiye’de Laboratuvar Hayvanlarinda Anestezi, Analjezi ve Otanazi

Zeyno NUHOGLU! Abdurrahman AKSOY!?

'0Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi AD,
Samsun

Ozet: Laboratuvar hayvanlarinda, cerrahi islemler nedeniyle agri ve stresi onlemek veya
teknik olarak zor bir islemi kolaylagstirmak ve operasyon sonrasi bakimi saglamak amaciyla
anestezik/analjezik maddeler kullanilmaktadir. Hem hayvan refahi hem de deneylerden elde
edilecek verilerin homojenligi ve dogrulugu igin anestezi, analjezi ve 6tanazi yonteminin
dogru secilmesi 6nemlidir. Bu derlemede, bilimsel arastirmalarda kullanilan laboratuvar
hayvanlarina uygulanan anestezi ve analjeziklerin dogru bir sekilde
uygulanip/uygulanmadiklari, uygulama sikliklart ve bu maddelerin kullanimlarini ortaya
koymak icin bir literattir taramasi yapilmistir. Ayrica, bu taramayla laboratuvar hayvanlarinda
cerrahi islemler sonucunda uygulanan &tanazi yontemleri hakkinda da bilgi verilmistir.
Tiirkiye adresli ve Science Citation Index (SCl)’te taranan Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dergisi (2008-18), Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, TUBITAK
tarafindan yayinlanan, Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences ve Turkish Journal
of Medical Sciences olmak lzere toplam dort dergide yayinlanan calismalar iki donemde
(2000-07 ve 2008-18) sistematik olarak tanimlamak icin kullaniimis, her bir ddneme ait 51 ve
150 galisma olmak Gzere toplam 201 ¢alisma incelemeye dahil edilmistir. Her bir ¢alisma igin
cerrahi islemin uygulandigl hayvan tirli ve sayilari, cerrahi islemin niteligi, anestezik
maddeler, analjezik uygulamalar ve ila¢ kombinasyonlari incelenmistir. Bu derlemenin
bulgulari, laboratuvar hayvanlarinda anestezik ve analjeziklerin cerrahi girisimlerde dogru ve
etkili kullaniminin énemini vurgulamakla birlikte hayvan refahina olan katkisini da ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Analjezi, Anestezi, Hayvan refahi, Laboratuvar hayvanlari, Gtanazi.
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Anesthesia, Analgesia and Euthanasia in Laboratory Animals in Turkey

Abstract: Anesthetic and analgesic agents are used to prevent pain and stress in laboratory
animals due to surgical procedures, or to facilitate a technically difficult procedure and
provide post-operative care. Both for animal welfare and for the homogeneity and accuracy
of the experimental results, proper selection of anesthetic, analgesic and euthanasia
methods is crucial. In this review, it is examined whether anesthetics and analgesics
administered correctly, the frequency of administration and the use of these substances. In
addition, this screening provides information about euthanasia methods performed as a
result of surgical procedures in laboratory animals. Four peer-reviewed journals that are
indexed in Science Citation Index (SCI) and published in Turkey have been selected to
systematically identify two periods (2000-07 and 2008-2018). These journals are Veterinary
Journal of Ankara University (2008-18), Journal of the Faculty of Veterinary Medicine, Kafkas
University, Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences and Turkish Journal of Medical
Sciences. A total of 201 studies were included in the review, of which 51 and 150 studies belong
to the periods 2000-07 and 2008-2018 respectively. For each study, the species and number
of animals, the types of surgery, anesthetic agent(s), analgesic agent(s) and combinations of
drugs were indicated. The findings of this review emphasize the importance of the correct
and effective use of anesthetics and analgesics in laboratory animals and their contribution

to the animal welfare.

Keywords: Analgesia, Animal welfare, Anesthesia, Euthanasia, Laboratory animals.

Giris

Diinya genelinde yapilan bilimsel galismalarda her yil yiiz milyondan fazla deney hayvani
kullaniimaktadir (1). Bilimsel calismalarda laboratuvar hayvanlarina duyulan ihtiyag, tim
dlinyada 6nem kazanmakta olup, daha uzun bir slire deney hayvanlarina olan ihtiyag devam
edecektir. Bu durum, hayvanlarin bilimsel ¢alismalarda kullanimina yonelik tartismalari da
beraberinde getirmektedir. Bu tartismalar, bilimsel c¢alismalarda deney hayvani
kullanilmamasi, kullanilan hayvanlarin  haklarinin  korunmasi ve hayvan refahinin
iyilestirilmesine yoneliktir. Laboratuvar hayvanlarinin bilimsel arastirma ve testlerde

kullanimiyla ilgili temel sorun; bilimsel prosedirlerin agri, aci ve strese neden olma
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potansiyelidir (2). Russell ve Burch 1959 yilinda, ingilizce “yerine koyma”, “azaltma” ve
“iyilestirme” kelimelerinin bas harfinden koken alan ‘3R’ kuralini (Replacement, Reduction,
Refinement) éne siirmislerdir. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) de dahil olmak lizere uluslararasi
kuruluslar ve Avrupa Komisyonu (1986) gibi diizenleyici otoriteler tarafindan 3R’nin 6nemi
kabul gormistir. Bu kural, birgok Ulkede hayvan caligmalarini dizenleyen mevzuatin
temelini olusturmaktadir. Ayrica, 3R kurali bazi Ulkelerde zorunlu etik inceleme siirecinin
altinda yatan galismalarin da temel unsurudur (2,3). Biyomedikal arastirmalarda laboratuvar
hayvanlarina yapilan uygulamalar; hayvanlarda aci, agri ve strese neden olmaktadir. Bu
durum hayvan refahini olumsuz etkilemekte ve arastirma sonuglari lzerinde de 6nemli
degisikliklere neden olabilmektedir. Anestezik ve analjezik maddelerin dogru ve etkin
kullaniimasiyla belirtilen olumsuzluklarin énline gecilebilir. Anestezik ve analjezik maddeler,
arastirmanin sonuglarini etkilememeli, hayvanlarda fizyolojik degisikliklere neden olmamal
ve kalici hasarlar olusturmamalidir. Laboratuvar hayvanlari Uzerinde yapilan ¢alismalarda
cesitli uygulamalar sonucu olusan aci, agri ve stresin azaltiimasi hayvan refahinin
korunmasina yonelik dnemli yasalar ile giivence altina alimistir. Bu vyasalara ingiltere
Laboratuvar Hayvanlari Yasasi (1986), Avrupa Konseyi S6zlesmesi, ETS 123, deneysel ve diger
bilimsel amaglar igin kullanilan omurgali hayvanlarin korunmasi ile ilgili ABD Hayvan Refahi
Yasasi 6rnek verilebilir (2,4,5). Avrupa Konseyinin bilimsel ¢alismalarda kullanilan laboratuvar
hayvanlarina yonelik 86/609/EEC sayili direktifi, 2010/63/EU olarak giincellenerek son halini
almistir.  Turkiye’de bilimsel g¢alismalarda kullanilan hayvanlara yonelik hukuksal
yapilandirma, Avrupa Birligi standartlarina bagh olarak gergeklestiriimektedir. Bu
yapilandirmanin, Cevre ve Sehircilik Bakanhgi tarafindan 2004 yilinda yayinlanan 5199 sayili
“Hayvanlari Koruma Kanunu” ile temeli olusturulmustur. Ayrica; Tarim ve Orman Bakanlgi
tarafindan 2011 yilinda yayinlanan “Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin Kullanilan
Hayvanlarin Refahi ve Korunmasina Dair Yonetmelik” ve 2014 yilinda yayimlanan “Hayvan
Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik” ile son glincellemeler
yapilmistir (6,7). Laboratuvar hayvanlariyla yapilan bilimsel c¢alismalarda preanestezik
medikasyonla cerrahi islemler sonrasi olusacak agri engellenmektedir. Bilimsel galismalardan
elde edilecek sonuglarin dogru, etkili ve tekrarlanabilir olmasi uygun anesteziklerin ve
operasyon oncesi bakimin iyilestiriimesine baghdir. Diinya genelinde yapilan ¢alismalarda;
cerrahi girisimler veya diger agrili prosedirlerden sonra laboratuvar hayvanlarinda anestezik
ve analjeziklerin kullanimi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (1). Cerrahi prosedirlerle
meydana gelen aci, agri ve stres sonucu hayvanlarda olusabilecek komplikasyonlarin hayati

tehlike diizeyine ¢ikmasi durumunda, 6tanazi uygulanmasi gerekir (8,9). Hawkins (2002)
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tarafindan, ingiltere’de bilimsel kuruluslarda bulunan laboratuvar hayvanlarindaki agri, aci ve
stresin nasil gézlemlendigi ve degerlendirildigini belirlemek igin, bir anket ¢alismasi yapilmis
ve sonuglar paylasiimistir (10). Anestezik ve analjezik maddenin segimi, laboratuvar
hayvanlarinda yapilan preklinik c¢alismalarda 6nemli bir rol oynadigindan, hayvanlarin
fizyolojik degiskenleri (izerindeki etkileri dikkate alinarak yapilmalidir. Ayrica, segilen
anestezik madde; yapilan cerrahi islemin niteligine, stiresine ve bilimsel ¢alismanin amacina
uygun olmalidir (11). American College of Laboratory Animals Medicine (ACLAM) “Hafif ya da
anlik bir agridan daha fazlasina neden olmasi beklenen prosediirler, analjeziklerin kullanimini
gerektirir.” agiklamasiyla agri yonetiminin bilimsel ¢alismalardaki 6nemini belirtmistir (12).
Agri yonetimi, yalnizca hayvan refahi agisindan degil, bilimsel ¢alismalarin tasarlanmasi ve
elde edilen verilerin dogrulugu icin de son derece 6nemlidir. Tedavi edilmeyen agri, verileri
ve c¢alisma sonuglarini degistirmektedir. Bu durum, c¢alisma sonuglarinin tekrarlanabilirligini
de engeller. Agri yonetimi, calismanin her asamasinda bitin hayvanlar igin agrinin
gbzlemlenmesi ve cerrahi islemler sonucu olusan agriya midahaleyi gerektirir. Agri yonetimi
ayrica, anestezik ve analjezik madde segimi, doz ve doz araliginin tayini, uygulama sekli ve
hayvan davranislarinin gozlemlenmesini de kapsar. Agri yonetimi, laboratuvar hayvan
calismalarinda 6nceden planlanip, ayrintili bir sekilde belirlenmelidir (13). Bu derlemede,
Tirkiye'de laboratuvar hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda kullanilan anestezik ve analjezik
maddeler ile 6tanazi yontemlerinin degerlendirmesi amaglanmistir. Anestezik ve analjezikler,
laboratuvar hayvan calismalarinin ayrilmaz bir pargasi olmakla birlikte, bu maddelerin
calismalar Gzerindeki etkisi de son derece énemlidir. Kullanilan anestezik ve analjezikler;
calismanin niteligine gore segilmeli ve c¢alisma sonuglarini en az dilzeyde etkilemesi
saglanmalidir. Ayrica, calismalarda operasyon dncesi, esnasi ve sonrasinda analjezik kullanimi
degerlendirilerek hayvan fizyolojisine olan etkileri géz 6niinde bulundurulmalidir. Taranan
literaturlerde, 6tanazi yontemleri ve secilen 6tanazi yonteminin hayvan refahi Ulzerine
etkileri de incelenmektedir. Bu derlemede, Tirkiye adresli ve Science Citation Index (SCI)
tarafindan taranan 4 dergide laboratuvar hayvanlarinda yapilan 201 ¢alismada yer alan; pre-
anestezi, intra ve post operatif analjezi, hayvan sayilari ve tlrl, ¢alisma tiirli, Otanazi

yontemleri ve hayvan refahi kavrami hakkinda bilgi verilmistir.
Materyal ve Metot

Bu derlemede yapilan literatiir taramasi iki asamadan olusmaktadir. Bu asamalardan ilki

dergilerin segilmesi; ikincisi ise belirlenen iki donemde yayinlanan laboratuvar hayvani
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calismalarinin incelenmesidir. Birinci asama; Tirkiye’de veteriner hekimlik alaninda ve
uluslararasi indeksler kapsaminda taranan (SCI) {ig, tip alaninda yayinlanan bir olmak lzere
toplam dért dergi secilmistir. Bu dergiler; Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences, Turkish Journal of Medical Sciences ve
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi'dir. Bu dergilerin her biri SCI-E (Science

Citation Index- Expanded) kapsaminda taranmaktadir.

ikinci asama; bu dergilerin online arsivlerinde (14,15,16,17) yapilan tarama sonucu;
laboratuvar hayvanlarinda yapilan ¢alismalar 2000-2007 ve 2008-2018 olmak Uzere iki
dénemde incelenmistir. Ancak, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi arsivinde
bulunan 2008-2018 yillarinda yayinlanan galismalar literatlr taramasina dahil edilmistir. Bu

” ”

dergilerin arsivindeki laboratuvar hayvani calismalarini belirlemek igin; "fare", “rat”,
"tavsan”, “anestezi”, “analjezi” anahtar kelimeleri kullanilmistir.  Literatirlerin
belirlenmesinde kullanilan kriterler; 1) Hayvanlar: Laboratuvar hayvanlari; 2) Midahale:
Herhangi bir anestezi, analjezi ve/veya 6tanazi yéntemi; 3) Karsilastirma: iki dénem araliginin
belirlenmesi; 4) Birincil sonug: anestezi tipi, anestezik ajanlar ve 6tanazi yéntemi; 5) ikincil

sonug: post-operatif agri tedavisi, cerrahi girisimler, cerrahi modellerdir.

Sonug olarak, secilen dergi arsivlerinde belirlenen; 201 laboratuvar hayvani galismasi
incelenmistir. Bu ¢alismalarin 51’i 2000-2007 yillari arasinda yayinlanmig iken, 150’si 2008-
2018 vyillarinda yayinlanmistir. Belirlenen dort dergideki; laboratuvar hayvanlarinda
kullanilan anestezik ve analjezik maddeler, bu maddelerin kombinasyonlari ve Otanazi
yontemleri sunulmustur. Ayrica, yapilan ¢alismalarda kullanilan hayvan tird, sayisi Sekil 1'de

verilirken, galismalarin sayisinin dergilere gére dagilimi Tablo1’ de gosterilmistir.
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Sekil 1. incelenen makalelerde kullanilan laboratuvar hayvanlarinin tiirlere gére dagilmi.

Tablo 1. Dergilerde yayinlanan laboratuvar hayvani galismalarinin yillara gore dagihmi.
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Tablo 2. Taranan literatirlerdeki modelleri tiir, calisma sayisi, cerrahi islem ve zaman araliginin
incelenmesi.

Model Adi Zaman araligi Calisma Tir Cerrahi islem
Sayisi
Laparotomi 2008-18 18 Rat Karin  boslugunun agilmasi  /
2000-07 6 Rat Operatif laparotomi
2000-07 1 Kobay
2008-18 5 Tavsan
2000-07 1 Tavsan
2008-18 1 Tavsan ve
2008-18 1 kobay
Hamster
Kan  orneklerinin | 2008-18 21 Rat Histolojik /patolojik muayene
alinmasi ve | 2000-07 6 Rat
incelenmesi 2008-18 1 Kobay
2008-18 7 Fare
2000-07 1 Fare
2000-07 2 Tavsan
2008-18 1 Domuz
Ortopedi 2000-07 3 Tavsan Eklem, kemik, tendon, kas
2008-18 6 Tavsan hasarinin olusturulmasi
2008-18 2 Rat
2008-18 1 Fare
Laminektomi 2008-18 2 Rat Omur laminasinin bir kisminin

cerrahi olarak gikarilmasi

Doku 6rneklerinin | 2000-07 2 Kaz
alinmasi ve | 2008-18 3 Tavsan
incelenmesi 2000-07 1 Tavsan

2008-18 17 Rat

2000-07 7 Rat

2008-18 1 Kobay

2000-07 1 Kobay

2000-07 1 Fare
Gonadektomi 2000-07 1 Tavsan Ureme organlarinin  gikarilarak

morfolojik olarak incelenmesi

Makroanatomik 2000-07 2 Tavsan Morfolojik inceleme
inceleme 2000-07 1 Rat

2008-18 1 Rat
Anestezik 2008-18 2 Rat Farkli anesteziklerin hayvanlar
maddelerin 2008-18 1 Tavsan Uzerinde etkinlik denemesi
etkinlik incelemesi | 2000-07 1 Tavsan

2000-07 1 Domuz

2000-07 1 Givercin
Goz modelinin | 2008-18 9 Tavsan Kimyasal yanik modeli
olusturulmasi/géz | 2000-07 1 Tavsan olusturulmasi
cerrahisi 2000-07 1 Rat
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Ug boyutlu | 2008-18 3 Tavsan Damar ici sivilarin  verilerek

gorintileme 2008-18 2 Rat goruntileme teknikleri

teknikleri 2008-18 1 Domuz

uygulamasi

Adrenalektomi 2008-18 1 Rat Adrenal bezin gikariimasi

Yara modeli | 2008-18 5 Rat Deri ensizyonu

olusturulmasi 2000-07 1 Rat Olusturulan ~ yara  modelinin
2008-18 3 Tavsan iyilesme sireci
2000-07 1 Tavsan Yara modelinden 6rnek alinmasi
2008-18 1 Kobay
2008-18 1 Fare

Ovariektomi ve | 2008-18 7 Rat Ovaryumun cerrahi yontemle

Ovariohisterektom | 2008-18 1 Tavsan alinmasi

i 2000-07 1 Rat

Nérolojik ~ model | 2008-18 5 Rat Mikrocerrahi

olusturma 2000-07 1 Rat Siyatik siniri hasari
2008-18 1 Fare

Tiroidektomi 2008-18 1 Rat Tiroid bezinin bir kisminin yada
2000-07 2 Rat tamaminin gikarilmasi

Kraniyotomi 2008-18 5 Rat Sterotaksik frame’e vyerlestirilip
2008-18 1 Fare beyne prob uygulamasi

Trakeotomi 2000-07 1 Rat Trakeyada cerrahi olarak
2000-07 1 Rat ventilasyon amagl acikhk
2008-18 3 Rat olusturulmasi

Osteotomi 2000-07 1 Tavsan Ortopedi / deneysel artrit model
2008-18 1 Rat

Torakotomi 2000-07 2 Rat Kateter yerlestirilmesi
2008-18 4 Rat
2008-18 2 Fare

Pinealektomi 2008-18 1 Rat Epifiz bezinin cerrahi operasyonla

cikarilmasi

Laboratuvar Hayvanlarinda Anestezi

Anestezi farmakolojik olarak; amnezi, analjezi, biling ve iskelet kas reflekslerinin kayb,
cevreden gelen tepkilere verilen yanitin azalmasidir (18). Anestezi ve analjeziklerin
laboratuvar hayvanlarinda kullanimi; kan alma, gorintileme tekniklerinin uygulanmasi,
enjeksiyon gibi kiclk prosedirlerden biiylk cerrahi operasyonlara kadar genis bir alani
kapsar. Anestezik ve analjezik maddeler, laboratuvar hayvanlariyla yapilan bilimsel
calismalarinin 6nemli bir bolimUni olusturmaktadir. Analjezikler, laboratuvar hayvanlarinda
uygulanan cerrahi operasyonlar éncesi, esnasi ve sonrasinda temel gérev gérmektedirler.

Laboratuvar hayvanlarinda anestezik ve analjezik maddelerin kullanimi sadece mesleki ve
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etik bir zorunluluk degil, ayni zamanda arastirma sonuglarinin basarisinda da son derece
onemlidir. Aci ve agrinin hekim tarafindan basariyla engellenmesi, hayvanlarda olusabilecek
komplikasyonlari ve bu komplikasyonlara erken miidahaleyi iceren iyi distinilmus bir plana
dayanmaktadir (19). Bu derleme kapsaminda incelenen c¢alismalarda, laboratuvar
hayvanlarinda anestezi/Gtanazi igin kullanilmalari uygun olmayan ve yasaklanmis maddelerin
kullanimina rastlanmistir. Bu c¢alismalarin =~ %14,9 (30)'unda eter kullanilmistir. Eter,
mukozalarda tahrise neden olmasinin yaninda; hava ve oksijenle patlama riski tagimaktadir.
Bazi Ulkelerde 1990’larin sonlarinda anestezik madde olarak eter kullanimi saghk ve glvenlik
endiseleri nedeniyle yasaklanmistir. Ayrica, 6tanazi igin de yasakli bir maddedir (18, 20).
Uretan mutajenik ve karsinojenik bir maddedir; bu nedenle uygulayici personel agisindan son
derece tehlikelidir. izofluran ve halotan, laboratuvar hayvanlarinda yaygin kullanilan
anestezikler olmakla birlikte; énlem alinmadiginda bu maddelerin ortama sizmasi sonucu
uygulayici personel zarar gorebilmektedir. inhalasyon anesteziklerin kullanimindan
kaynaklanan bu dezavantajlar, uygulayici personelin kati anesteziklere yonlenmesine neden
olmaktadir. Kati anestezikler genellikle kombinasyonseklinde uygulanmaktadir. Kati
anesteziklerden olan sodyum pentobarbitalin kullanimi gittikce azalmakta; Ingiltere ve
ABD’de kullanilmamaktadir. Pentobarbitalin, 0zellikle kemirgenlerde dar bir sagaltim
indeksine sahip olmasi ve analjezik etkisinin bulunmamasi nedeniyle tercih edilmemektedir.
Ayrica, pentobarbital hayvanlarda iyilesme sirecinin uzamasina neden olmaktadir.
Dissosiyatif bir anestezik olan ketamin, sedasyon ve hareketsizlige neden olur. Ayrica,
ketamin; kas tonusu, kan basinci ve tiikirtk salgisini artirir. Ketamin, 6zellikle kemirgenlerde
siddetli solunum depresyonu ve apneye neden olmaktadir. Bu nedenle ketaminin tek basina
kullanimi 6nerilmemektedir. Ancak, bu derlemedeki literatiirlerin, %14 (29)'linde ketamin
tek basina anestezik madde olarak kullanilmistir. Ketamin, ksilazin ve diazepam ile birlikte
laboratuvar hayvanlarinda kullanilmalidir (19, 21). Asagida yer alan Tablo 3’de ¢alismalarda

kullanilan anestezik madde ve kombinasyonlarinin iki ayri dénemdeki sayilari verilmektedir.
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Tablo 3. Laboratuvar hayvanlarinda kullanilan anesteziklerin degerlendirilmesi.

Zaman aralig
ANESTEZIKLER 2000-07 Calisma sayisi ‘ 2008-18 Calisma sayisi
inhalasyon Anestezikler
Sevofluran ‘ 2
izofluran 5
Uretan 2 6
Halotan 1
Kloroform 1 1
Eter 13 17
Enjektabl Anestezikler
Sodyum Pentobarbital 2 5
Kloralhidrat 3
Tribromoetanol 1 1
Tiyopental 7
Dissosiyatif Anestezikler
Ketamin 8 21
Anestezik ilag kombinasyonlari
Ketamin/Ksilazin 18 65
Ketamin/ Pentobarbital 1
Ketamin/ Ksilazin/ Sevofluran 1
Ketamin/ Ksilazin/ izofluran 2
Ketamin/Ksilazin/Medetomidin 1
ketamin/Ksilazin/Tiyopental 2
Ketamin/Propofol 1
Asepromazin/Ketamin 2
Atipamezol/Ksilazin 1
Ketamin/Medetomidin 2
Ketamin/ Desfluran 1
Ketamin/ Klorpromazin 1
Ketamin/Diazepam 2
Ketamin/izofluran 1
Tiyopental/Fentanil/Pentobarbital 1
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Zolezepam/Tilatamin 1

Uretan/Klorhidrat/Pentobarbital 1

Laboratuvar Hayvanlarinda Analjezi

“Agr” Latince “poena” kelimesinden tiiretilmistir. Uluslararasi Agri inceleme Dernegi
Taksonomi Komitesi tarafindan “Gergek veya potansiyel doku hasarina bagh hos olmayan,
duyusal ve duygusal deneyim” olarak tanimlanmistir. Laboratuvar hayvanlariyla yapilan
¢alismalarda, hayvanlarin da insanlar gibi act duyusuna sahip olduklari gézlemlenmektedir.
Agri duyusunun, hayvanlar Uzerinde yapilan g¢alismalarda azaltilmasi veya engellenmesi
gerektigi tim diinyada kabul edilmektedir. Agrinin algilamasina neden olan anatomik yapilar
ve norofizyolojik mekanizmalar insan ve hayvanlarda benzerdir. Bu nedenle, bilimsel
calismalardaki uygulamalar hayvanlarda; agri, aci, stres, kagis, tepki, fizyolojik degisiklikler

meydana getirmektedir (22).

Arastirmalarda kullanilan hayvanlarda agriyi kontrol etme ihtiyaci sadece etik agidan degil,
ayni zamanda agrinin arastirma sonuglari tizerinde 6nemli degisikliklere yol agmasindan
dolayidir. Cerrahi girisimin neden oldugu stres ile birlikte olusan agr; endokrin degisiklikler,
bagirsak hareketliliginin azalmasi, solunum fonksiyonlarinin bozulmasi hem insan hem de
hayvanlarda merkezi sinir sisteminde degisiklikler meydana getirmektedir. Ayrica, agn

hayvanlarin beslenme ve su tiiketimi tizerine de olumsuz etkilidir (23, 24).

Laboratuvar hayvanlarinda agrinin  belirlenmesi, hayvan davranislarinin  dikkatlice
gbzlemlenmesi ve degerlendirilmesini gerektirir. Arastirmacilar ve hayvan bakiminda gorevli
personel, hayvanlarda olusan agri ve aclyi gozlemleyebilmek igin hayvan davranislar
konusunda egitilmelidir. Agri yonetimi, laboratuvar hayvanlarinda yapilan bilimsel
galismalarin ayrilmaz bir unsurudur. Bu derlemede yer alan hayvan c¢alismalarinda,
anestezinin devaminda analjezik madde kullanimi sadece % 4,9'dur. Yetersiz ve uygun
olmayan analjezik madde kullanimi; hayvanlarda hemodinamik, metabolik ve hormonal
degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle, operasyon sonrasi uygun olmayan analjezik
maddelerin kullanimi, deney sonuglarini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu olumsuzluklara
ornek olarak; opoidlerle iliskili solunum depresyonu, steroid yapida olmayan yangi giderici ve
agn kesici ilag (non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAID) kullanimiyla meydana gelen

mide ve bagirsak Ulseri 6rnek verilebilir. Sonug olarak, analjezik ve anestezik ilaglarin
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kullanimi hekim tarafindan ¢alismaya uygun sekilde segilmeli ve uygulanmalidir. Agrili
midahalelerden sonra, analjezik tedavinin ameliyat sonrasi déneme yayilmasi ve hekim
tarafindan takibinin yapilmasi son derece 6nemlidir. Post-operatif agri yonetimi, hayvanlarda
acl cekmeyi en aza indirmek ve ameliyat sonrasi stresi azaltmak igin olduk¢a 6nemlidir. Bu
derlemede, yapilan galismalarin yalnizca % 3,48'inde analjezik maddelerle ameliyat sonrasi
tedavi bildirilmistir. Calismalarin incelenmesi sonucunda, intra ve post-operatif analjezi

uygulamalarinin yetersiz oldugu anlasiimaktadir (25, 26, 27, 28).

Tablo 4. Litereratiirlerdeki analjezik madde uygulamalarin siniflandiriimasi.

Calismalarda intra-operatif ve Post-operatif Analjezik Kullanimi
2000-2007 2008-2018

Analjezik Analjezik Rat Fare Tavsan Kobay Rat Fare Tavsan Kobay
Sinifi
Opoidler Butorfanol 0 0 0 0 0 0 2 0
NSAID Karprofen 0 0 0 0 2 0 1 0
(Steroid
olmayan
antiinflamatu
ar ilaglar)

Fluniksin 0 0 0 0 0 0 1 0

meglumin

Metamizol 0 0 0 0 0 0 1 0

Meloksikam | 0 0 0 0 3 0 1 1
Toplam 0 0 0 0 5 0 6 1

Bu derlemede, 2000-07 yillari arasinda taranan makalelerde intra-operatif ve post-operatif
analjezik kullanimina rastlanmamistir. Diger yil aralig§inda (2008-2018) ise toplam 150
makaleden yalnizca 12 (%8)’sinde analjezik kullanimina rastlanmaktadir. Bu sonug, dort
dergide yayinlanan laboratuvar hayvani calismalarinda kullanilan analjezik maddelerin
yetersiz oldugunu gostermektedir. Ayrica belirtilen periyotlarda yapilmis olan laboratuvar
hayvanlarinda yapilan arastirmalar ile ilgili uluslararasi yazim ve bilgilendirme (Animal
Research: Reporting of In vivo experiments (ARRIVE) guidleine vb ) kurallarina uyulmadig

tespit edilmistir.
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Laboratuvar Hayvanlarinda Otenazi

Otanazi, hayvanlarda aci, korku ve stresin en aza indirgenmesiyle sekillenen insancil bir 6lim
seklidir. Otanazide hayvan refahi agisindan temel kriterler; agrisiz, acisiz, hizli bir biling kaybi
ve ani O0limiln sekillenmesidir. Segilen 6tanazi yontemi; hayvanlarda minimum kisitlama
gerektirmeli ve heyecan yaratmamalidir. Bu yontem; ¢alismada kullanilan hayvanin yasi, tir
ve fizyolojisine uygun olmalidir. Ayrica, uygulayici igin glivenli ve miimkiin oldugunca kolay
uygulanabilir, estetik bir yéntem olmalidir. Laboratuvar hayvanlari izerinde yapilan bilimsel
calismalarda cesitli nedenlerle 6tanaziye ihtiyag duyulur. Bu nedenler deneyin devaminda
veya sonunda hayvanda olusan ciddi komplikayonlar; kan ve diger doku Orneklerinin
alinmasi; agri, stres ve aci seviyelerinin belirtilen seviyeyi asmasi; hayvan saghgi ve refahinin
tehlikeye dusmesi; hayvanlarin 1slah igin uygun olmamasidir (29, 30). Laboratuvar

hayvanlarinda kullanilan 6tanazi yontemleri fiziksel ve kimyasal olarak ikiye ayrilmaktadir (9).

Fiziksel yontemler; servikal dislokasyon, dekapitasyon, beyin sarsintisi (concussion) ve
mikrodalgadir. Bu yontemler, beyne uygulanan fiziksel travma sonucu hayvanlarda ani biling
kaybina neden olmaktadirlar. Fiziksel yontemlerle gergeklestiren Gtanazide, farmakolojik
maddelerin kullanilmasi (kimyasal yontem); yontemin daha gigclii ve etkili olmasini
saglamaktadir. Fiziksel yontemler, uygulayicilar agisindan zorlu ve estetik olmamasina
ragmen; etkili, hizh ve deney sonuglari lizerinde en az degisiklige sebep olurlar. Fiziksel
yontemin uygulanmasinda, bilingli ve egitimli personele ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemler
hayvan hareketlerin sinirlandirilmasini ve sabit tutulmasini gerektirmektedir. Yéntemler
uygulanirken, hayvanlar miimkiin oldugunca digerlerinden ayrilmaldir. Otanazi uygulanan
hayvanin ses, hareket, koku ve istenmeyen gorintiisi diger hayvanlari etkilememelidir

(31,29).

Kimyasal yontemler; ugucu bilesikler (CO,, CO ve ugucu anestezikler) ve kati anesteziklerdir.
Anesteziklerin yliksek dozda verilmesi Otanazide yaygin kullanilan kimyasal yontemlerdir
(29).

Bu literatlir taramasinda 6tanazide kullanilan fiziksel yontemler dekapitasyon ve servikal

dislokasyondur. Kimyasal yontemlerde ise anestezik maddelerin; sodyum pentobarbital,

eter, kloroform, sodyum tiyopental, ketamin/ksilazin, izofluranin vyiksek dozda
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uygulanmalari gortlmektedir. Bu uygulamalar asagida Sekil 2'de A, B, C ve D grafikleriyle

gosterilmistir.

. B Ydntem belirli
= Bilgi yok

H Ydntem belirsiz

9% m Otanazi yapildi

B Toplam:99

Toplam:201

M inhalasyon

M Pentobarbital

W Ketamin/Ksilazin
B Ketamin

M Ketamin/Diazepam

" .
Anestezikler M Kloroform

B Dekapitasyon M Eter

W Servikal dislokasyon

C Toplam:27
Toplam:49

Sekil 2. Otanazi uygulamalari ve uygulama yéntemleri: Degerler, toplam sayiya gore yiizde olarak
verilmistir (Pasta diyagraminin altinda). A: Otanazinin uygulanip/uygulanmadigi: 201 makalenin
%48,75(98) bilgi yok + %49,25 (99)'u 6tanazi uygulamasi var + % 1,99 (4) 6tanazi uygulamasi yok. B:
Otanazinin yéntemi hakkinda bilgi var/yok: %51 (50) ydntem belirsiz + %49 (49) yéntem belirli. C:
Otanazi ydéntemi: % 55,10 (27) anestezikler + % 20,40 (10) dekapitasyon + %24,48 (12) servikal
dislokasyon. D: Yiksek doz uygulanan anestezik maddeler: %3,70(1) inhalasyon (izofluran) +%29,62
(8) pentobarbital + % 7,4 (2) ketamin/ksilazin + %3,70(1) ketamin + %3,70(1) ketamin/diazepam +
%33,33(9) tiyopental + %14,81 eter + %3,7 (1) kloroform.

Calismalarda 6tanazi igin uygun olmayan eter, kloroform ve ketamin kullanimina

rastlanmaktadir. Eter, yiksek konsantrasyonlarda mukozalari tahris edici ve katekolamin
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seviyelerini yukseltirken hayvanlarda stresin artmasina da neden olmaktadir. Eter, patlayici
ozelliginden dolayi uygulayici igin ciddi risk tasimaktadir. Kloroform, merkezi sinir sistemi
depresyonu, kalp ve solunum yetmezligine neden olur. Ayrica, bu madde operator ve
hayvanlarda nefrotoksik, hepatotoksik ve kansorejen etkiler yaratabilmektedir. Kloroformun
kullanimina bagli olarak; hayvanlarda asiri ¢irpinma, stres ve heyecan gorilmektedir.
Ketamin, ¢ok yiiksek dozlarda kullanildiginda 6lime neden olabilmektedir. Ketaminin yiiksek
dozda uygulanmasi ise hayvanlarda (6zellikle tavsanlarda) aci, stres ve istenmeyen
durumlara neden olabilmektedir. Ancak, ketamin ksilazin ile birlikte kullanildiginda 6tanazi

yontemi olarak kabul edilebilir (29, 31, 32).

Cesitli 6tanazi yontemleri, cerrahi islemin farkli asamalarinda (operasyon oncesi, sirasi veya
sonrasinda) hayvan refahini etkileyen riskler tasir. Bu riskler; korku, agri, solunumun
etkilenmesi, hareketlerin kisitlanmasi ve strestir. Otanazi yénteminin uygulayici tarafindan
belirlenmesinde hayvan refahi kriterleri dikkatli bir sekilde distnilerek segilmelidir (30).
Tablo 5’de literatlrlerde kullanilan yontemler (izofluran, barbitiiratlar, dekapitasyon ve

servikal dislokasyon) hayvan refahi kriterleri dikkate alinarak karsilastiriimaktadir.
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Tablo 5. Otanazi Yénteminin Seciminde Hayvan Refahi Kriterleri (28, 29).

Laboratuvar Hayvanlarinda izofluran  Barbitiiratlar Dekapitasyon Servikal Ketamin
Otanatzi Kriterleri Dislokasyon
Hayvanlarda hareketlerin ++ ++ ++ ++
kisitlanmasina bagh olusan

stres

Otanazi 6ncesi indiksiyon ++

kabininde olusan stres

Diger hayvanlarin ses veya + + + + +
feromonlarindan etkilenme

Metot uygulandiktan sonra + +
kalici olarak kortikal
aktivitenin son bulmasi

Operatér  hatasi  olusma + +4 ++ +
olasiligi

Operator hatalarinin ++ ++

sonuglari

Uyanma, geri dénme ++ ++ 4 ++
durumu

Bilingsiz uygulamardan ++ ++ ++ ++

kaynaklanan agri

Bilingsiz uygulamalardan ++
kaynaklanan stres

+: olasiligr duistik ; ++: olasiligr yiiksek

Sonug

Bu derlemede, Tirkiye'de laboratuvar hayvanlarinda yapilan bilimsel ¢alismalarda yer alan;
anestezi, analjezi ve 6tanazi ydntemleri incelenmistir. incelenen literatiirlerde kullanima
uygun olmayan anestezik maddeler ve 6tanazi yontemlerine rastlanmistir. Ayrica, operasyon
oncesi ve sonrasl, laboratuvar hayvanlarinda olusabilecek agri, aci ve stresin dnlenmesine
yonelik analjeziklerin kullanimda eksiklikler belirlenmistir. Agri ydnetimi, laboratuvar hayvani
galismalarinda 6nceden planlanarak, uygulanmali ve bilimsel ¢alisma sonrasinda da devam
ettirilmelidir. Analjezik ve anestezik maddelerin segiminin hem hayvan refahi hem de calisma
sonuglari Gzerinde dnemli etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica, bu derleme, laboratuvar
hayvanlariyla yapilan ¢alismalarda konuyla ilgili kilavuz ve literatiirlere duyulan ihtiyaca
dikkat g¢ekmektedir. Kilavuzlarda belirtilen doz ve uygulama sekilleri galisilan hayvan

modeline gore dikkatlice segilmeli ve uygulanmalidir. Anestezi, analjezi ve Otanazi
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uygulamalari igin gelistirilen 6zel kilavuzlar; hayvan deneylerinin kalitesinin yani sira hayvan

refahi, hayvan haklarinin korunmasi ve gelecekteki bilimsel ¢alismalara da kaynak olacaktir.
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Nanopartikiiller ve Sucul Ortam Uzerindeki Toksik Etkileri

Ozgiir KUZUKIRAN? Ayhan FiLAZI?

Cankiri Karatekin Universitesi, Eldivan Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu, Veterinerlik Balimii,
Gankiri, Turkiye
2Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Ankara, Tiirkiye

Ozet: Sahip olduklari benzersiz 6zellikler sayesinde nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen
nanopartikillerin, kullanim alanlari blyik bir hizla artmaktadir. Nanopartikiller giinlimiizde
ilag, savunma, tibbi goriintiileme, kozmetik, kimya, enerji, boya sanayi gibi endUstrinin pek
¢ok alaninda kullaniimaktadirlar. Kullanim amacina gére ¢ok cesitli yapilarda Uretilebilen
nanopartikiller genel olarak karbon ve metal temelli materyaller, dendrimerler ve
kompozitler olmak lizere 4 gruba ayrilmaktadirlar. Yaygin kullanimlarina bagl olarak dogaya
salinan miktarlarinda da kayda deger artislar goriilmektedir. Endustriyel tesislerdeki
Uretimleri sirasinda, tibbi uygulamalari sonucunda ve bulunduklari kigisel bakim Grinlerinin
kullanimlari sonucunda atmosfer ve drenaj sistemleri araciligiyla ¢evreye yayilmaktadirlar.
Cevreye salinan nanopartikillerin bozunma hizi ortam kosullarina gére degismektedir. Bu
nanopartikiller veya onlarin bozunma driinleri zamanla sucul ortamda yogunlasarak
ortamdaki canlilarin viicuduna girmekte ve birikmektedirler. Viicuduna girdikleri canlilarda
sitotoksik etkiler, metabolizma rahatsizliklari, Greme bozukluklari, oksidatif stres artisina
bagh bozukluklar ve DNA hasarina bagh degisiklikler gibi toksik etkiler gostermektedirler.
Vicuttan elimine edilmelerinin genel olarak zor oldugu belirlenen 6zellikle metalik yapidaki
nanopartikiller biyomagnifikasyona ugramakta besin piramidinde Ustlerde yer alan canlilar
icin de saglik riskleri olugturmaktadirlar. Bu yazida nanopartikiillerin kullanimlari ve buna

bagli olarak sucul ortam canlilari izerinde gosterdikleri toksik etkileri incelenecektir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Nanopartikiil toksisitesi, Sucul ¢evre, Sucul canlilar, Toksik

etkiler.
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Nanoparticles and Their Toxic Effects on Aquatic Environment

Abstract: Owing to the nanoparticles with unique properties developed by nanotechnology,
whom application areas in different fields are rapidly increasing. Nowadays nanoparticles
are used in many fields of industry such as pharmaceutical, defense, medical imaging,
cosmetics, chemistry, energy and paint industry. Nanoparticles, which can be produced in
various structures according to usage purpose, are generally divided into 4 groups as carbon
and metal based materials, dendrimers and composites. Due to their widespread use,
significant increases are also observed in the amount of release to nature. During their
production in the industrial facilities, as a result of their medical applications and the use of
personal care products that have nanoparticules, they are spread to the environment
through atmosphere and drainage systems. The rate of degradation of nanoparticles
released into the environment varies according to the ambient conditions. These
nanoparticles or their degradation products condense in the aquatic environment and
accumulate in the living organisms via entering to their body. They show toxic effects in
these life forms, such as cytotoxic effects, metabolic disorders, reproductive disorders,
disorders due to increased oxidative stress and changes due to DNA damage. Metallic
nanoparticles, which are determined to be difficult to eliminate from the body in general,
undergo biomagnification and pose health risks for the organisms that are located in the
food pyramid. In this review, the use of nanoparticles and their toxic effects on aquatic

organisms will be examined.

Keywords: Aquatic animals, Aquatic environment, Nanoparticle, Nanoparticle toxicity, Toxic

effects.

Giris

Yaklasik olarak 1-100 nanometre (1 nanometre 1 metrenin milyarda biri) uzunluk dlgegindeki
herhangi bir boyutta atomik, molekiiler veya makromolekiiler seviyelerde arastirma ve
teknoloji gelistirme, klglik boyutlarindan dolayi yeni o6zelliklere ve fonksiyonlara sahip
yapilar, cihazlar ve sistemler yaratilmasi ve kullaniimasina, bir atom o6lgeginde maddeyi

kontrol etme veya manipiile etmeye nanoteknoloji adi verilmektedir. Glinimiizde sik¢a
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karsilagilan bir terim olan nanopartikil (NP) ise atomlarin manipiile edilmesiyle olusturulan
1-100 nm boyutlarindaki pargaciklardir. Nanoteknoloji sayesinde istenilen 6zelliklere sahip
yeni NP’ler gelistiriimekte, bu materyaller yiksek katalitik verim ve elektriksel iletkenlik,
daha fazla sertlik ve dayanikliliga sahip olabilmektedirler. Nanopartikiller genel olarak
karbon ve metal temelli materyaller, dendrimerler ve kompozitler olmak tizere 4 grup altinda
incelenebilmektedir (USEPA, 2007). GUnlmiizde NP’lerin insaat, kozmetik, boya sanayi, ilag,
gida, elektronik, optik, tekstil, enerji ve tarimda kullanilmaya baslandigi gérilmektedir. Artan
materyal ve uygulamalarla birlikte NP’lerin ¢evre ve insan sagligi lizerine olan etkileriyle ilgili
kaygilar da artmaktadir. NP sayisinda yasanan hizli artis bu materyallerin ¢evre ve insan
saglig lizerine olan etkilerinin arastiriimasini gerekli kilmaktadir (Sajid ve ark., 2015). Bu
yazida NP’lerin kullanim amaglari, toksisitelerini etkileyen faktérler ve sucul ortam lizerindeki

toksik etkileri incelenecektir.

Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Sahip olduklari benzersiz 6zellikler NP’lerin pek ¢ok alanda kullaniimalarini saglamaktadir.
Karbon temelli NP’lerden karbon nanotiplerin (carbon nanotubes — CNT) elektronik
aletlerde (ince film transistér yapiminda), hassas gaz (azot oksit, amonyak, hidrojen,
karbondioksit, helyum, argon, oksijen, karbonmonoksit v.b.) sersorlerinin yapiminda, 6zel
proteinlerin  tespitine yonelik gelistirilen biyosensorlerde, komposit materyallerin
iretiminde, adsorban olarak analitik kimya uygulamalarinda (inorganik ve organik analitlerin
ekstraksiyonunda), icme sularinin kirleticilerden arindiriimasinda (metal kirlilikleri, polisiklik
aromatik hidrokarbon, pestisit, ilag, fenolik bilesik, antibiyotik ve bisfenol kirliligi), tibbi
uygulamalarda (ilag tasityici yapilarin  Uretiminde, kanser asilarinda) ve medikal

gorintilemede kullanildigr bildirilmistir (Trojanowicz, 2016; Socas-Rodriguez ve ark., 2014).

Metal temelli NP’lerden kuantum noktalarinin (quantum dot — QT) yari iletken Uretiminde
(Kouhnaward ve ark, 2014), kanser teshisi amagh goriintiilemede (Zao ve Zeng, 2015), peptit
ve antikor gibi biyomolekillerle konjuge halde kanser tedavisinde (Zhang ve ark., 2008)
kullanildigi belirtiimektedir. Paladyum ve platin oksit NP’lerinin hidrojen depolanmasinda,
glimls oksit (Ag20) ve nikel (II) oksit (NiO) karisimlarinin gazlarin ayristiriimasinda,

aliminyum oksit (Al,03) NP’lerinin parlatici asindiricilarin yapisinda, silikon dioksitin (SiO2)
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seramik, deterjan, atese dayanikli cam imalatinda, glimiis (Ag) NP’lerinin tibbi cihazlarin
kaplanmasinda, boya ve tekstil Griinleri ile antibakteriyel ajanlarin yapisinda, altin (Au)
NP’lerinin ilag tasima sistemlerinde, titanyum dioksitin (TiO2) gida boyasi, pigmentler,
kozmetik Uriinler, UV koruyucular, cam kaplamalarinda ve ilag katkisi olarak kullanildiklari
bildirilmektedir (Falcaro ve ark., 2016; Biswas ve Wu, 2005; Motaung ve Luyt, 2010; Song ve
ark., 2009; Burlibasa ve ark., 2019; Madkaur, 2019).

Dendrimerler nano boyutta homojen, simetrik polimer yapilardir. Dendrimer kelimesinin bir
bilesigi degil yapisal motifi tanimladigi, bu makromolekiilde istenilen 6zellige gore segilen
farkli aktif fonksiyonel gruplarin bulundugu, bu nedenle ideal tasiyici yapilar olarak
degerlendirildikleri bildirilmektedir. Ozellikle kanser tedavisinde ve gériintiilenmesinde, ilag
ve gen taslyici olarak ve kozmetik Urtinlerin toksik metallerden arindirilarak saflastirilmasinda

kullanildiklari bildirilmistir (Bhalgat ve Roberts, 2000; Abbasi ve ark., 2014).

Kompozitler NP’ler, NP’lerin birbirleriyle veya yigin halindeki materyallerle birlestiriimesiyle
elde edilmektedirler (USEPA, 2007). Nanoseliloz-gitosan kompozitinin kanalizasyon
sularindaki boya ve agir metallerin temizlenmesinde, titanyum dioksit-selliloz kompozitinin
katalitik degredasyon ve adsorbsiyon yoluyla endistriyel faaliyetler sonucu kirlenen su ve
topraktaki kirleticilerin azaltiimasinda, kadmiyum (Cd) sulfit-gitosanin Kongo kirmizisini, bakir
(Cu) -resinin karbontetrakloriirii, Cu-gitosanin toksik kromu temizlemek igin kullanildigi

bildirilmistir (Olivera ve ark., 2016).

Nanopartikiillerin Toksisitesini Etkileyen Faktorler

Ebat, sekil, reaktivite, stabilite, ylizey kimyasi ve yilk, aglomeriilasyon ve agregasyon
ozelliklerine gére NPlerin toksisitesinin de degistigi bildiriimektedir. Ebat kiglldikece ylizey
alaninin arttigl, buna paralel olarak hiicreye penetrasyonun ve bdylece genel olarak
toksisitenin de arttig1 bildiriimektedir (Shang ve ark, 2014). Ayni NP’nin farkli sekilleri
arasinda toksisite farki oldugu, elektriksel ylke ve yiizey kimyasina bagh olarak NP’nin hiicre
icine tasiniminin ve dolayisiyla toksisitesinin degistigi belirtiimektedir. (Cabellero ve ark.,
2013). Ornek olarak Au NP’lerinin katyonik olanlarinin toksik anyonik olanlarinin ise toksik

olmadigi gosterilmistir (Goodman ve ark., 2004). Suda ¢ozlnrlik, ortam pH’si ve glines 1518l
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gibi faktorlerin stabiliteyi ve dolayisiyla da toksisiteyi etkiledigi TiO, NP’lerinin giines 15181
etkisiyle daha toksik olduklari bildirilmistir (Ma ve ark., 2012).

Nanopartikiillerin Sucul Ortam Uzerine Toksik Etkileri

Katalizor olarak, sensorlerde ve ticari Urlnlerde kullanilan metal oksit NP’lerin artan
kullanimi, cevreye daha yliksek miktarda salinmalarina neden olmaktadir. Kozmetik ve
antimikrobiyal Urlinlerde yaygin olarak kullanilan TiO2, demir (Ill) oksit (Fe203), ¢inko oksit
(ZnQ) ve Cu (l1) oksit (CuO) nanopargaciklarinin atik su desarjlari yoluyla sucul ekosistemlere
girdigi, endustriyel Uretim tesislerinin desarjlarindaki ve medikal uygulamalarla viicuda giren
bir kissm NP’lerin de kanalizasyon sistemleri araciligiyla sucul ekosistemlere tasindig
belirtiimektedir. Partiklllerin blyuklGgu, elektriksel yiki ve bozunma driinlerinin sucul
ortamdaki toksisiteyi etkileyen en énemli unsurlar oldugu belirtiimistir. Ozellikle yiizey alani
blytk NP’lerin hiicre zarlari, DNA ve protein yapilar igin ¢ok zararh oldugu tespit edilmistir
(Reijnders, 2006). Ni, Cu, Ag ve Al NP’lerinin algler, yunuslar ve zebra baliklari (ZB) Uzerine
olan toksik etkilerinin arastirildigi calismada 6zellikle Ag ve Cu NP’lerinin toksik etkili oldugu
gosterilmistir (Sharifi ve ark., 2012). Silica NP’lerinin ZB’lerin embriyolari igin toksik olmadigi
gosterilmistir (Bar-llan ve ark., 2009). Fakat glimiis NP’lerin ZB hepatositlerinde hiicresel
peroksidasyonu arttirdigl ve hiicre zarinin yapisini bozarak apoptoza neden oldugu tespit
edilmistir (Choi ve ark., 2010). ZB'lerin TiO2'ye uzun dénem maruziyetinin karaciger, beyin,
solunga¢ ve blyumeyi etkiledigi, yumurta Uretimini azalttigi gosterilmistir (Chen ve ark.,
2011). Daphnia magna ile yapilan akut ve kronik toksisite ¢alismalarinda TiO2'ye maruziyetin
blylUmeyi yavaslattigl ve yiksek mortaliteye neden oldugu gorilmustir (Wiench ve ark.,
2009). Gunesten gelen UV isinlarinin TiO2'nin Japon piring baliklarinda mortaliteyi
laboratuvar isigina gore 100 kat, D. magna’da ise 4 kat arttirdig1 gosterilmistir (Ma ve ark.,
2012). Grafen- TiO, nanokompozitinin TiO;'e gore 2,3 kat daha toksik oldugu gosterilmistir
(Li ve ark., 2014). TiO2'nin Artemia larvalarinda erigkinlerine goére daha toksik oldugu,
sindirim kanalina alindiktan sonra larva ve eriskinlerde etkili bir sekilde elimine
edilemedikleri belirlenmistir (Ates ve ark., 2013). Ates ve ark., 2014, Artemia salina’lari CuO
ve ZnO NP’lerine maruz birakmislar ve bunlarla altin baliklarini beslemislerdir. NP’lerin
ozellikle  baliklarin  bagirsaklarinda  birikim  gosterdigini, ZnO’nun  toksik etkinlik

gbstermedigini, karacigerde ve solungaglarda nispeten daha az birikmesine ragmen CuO’nun
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belirgin bir sekilde malondialdehit artisina neden oldugunu tespit etmislerdir. Fullerene
maruz kalan D. magna’'nin  kabuk degistirmesinde ve vyavru (retiminde gecikme
gozlemlenmistir (Oberdorster ve ark., 2006). Gokkusagi alabaginin TiO,'ye maruziyetinin Na*-
K*-ATPase enziminin aktivitesini azalttig, karacigerde yag birikimine neden oldugu tespit
edilmistir (Federici ve ark., 2007). ZnO, CuO ve TiO2'nin algler icin toksik etkili oldugu tespit
edilmistir (Aruoja ve ark., 2009). Ag NP’lerinin Artemia larvalari ve erigkinlerinde artan
derisime paralel olarak mortalite, bagirsakta birikme, apoptotik hiicre olusumu ve DNA
hasarina neden oldugu gosterilmistir (Arulvasu ve ark., 2014). Cheng ve ark., 2007, yaptiklar

calismada CNT’lerin ZB embriyolarinda yumurtadan ¢ikmayi geciktirdigini gdstermislerdir.

Sonug

Cesitlilikleri ve kullanim alanlari giderek genisleyen NP’lerin gevre ve insan sagligi agisindan
olusturduklari tehlikeler konusuna olan ilgi glin gectikge artmaktadir. Blylkllk, elektriksel
ylk ve tiire gore degismekle birlikte sucul canhlar igin degisik seviyelerde toksik etki gosteren
NP’ler canlilarin farkh organlarini etkilemekte ve birikmektedirler. Olusturduklari olumsuz
etkiler nedeniyle canlilarin yasamsal faaliyetlerini bozmaktadirlar. Canlilarin viicudundaki
birikim ise NP’lerin besin zinciri boyunca ilerleyerek insan sagligi agisindan da risk
olusturabilecegini gostermektedir. Bu nedenle NP’lerin canlilar (izerine olan toksik etkileri

yaninda dagilimlari ve degredasyonlariyla ilgili galismalara duyulan ihtiyag da artmaktadir.
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Nanoteknoloji ile Birlikte Gelen Yeni Bir GCalisma Alani: Nanotoksikoloji

Muhammet Haydar UYSAL! Ali BILGILi*

*Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ziraat Mahallesi,
Sehit Omer Halisdemir Bulvari, 06110 Altindag/ANKARA

Ozet: Nano kelimesi teknik bir &lgii birimi olarak kullanilarak herhangi bir birimin milyarda
biri anlamini tasimaktadir. Nanoteknolojinin yapi tasi olan nanopartikiller, ylksek
penetrasyon yetenegi, essiz fizikokimyasal 6zellikler, ylizey alaninin genis olmasi ve kimyasal
aktivite gibi ozelliklere sahiptir. Bu 6zellikler teknolojik agidan endustriyel ve tip alanlarinin
ilgisini cekmistir. Nanoteknolojik trlnlerin endustri, bilim, eczacilik, tip, elektronik, iletisim ve
tlketici trtinlerinde kullanimi giderek artmaktadir. Bu teknoloji hava, su ve toprakta var olan
kirleticileri belirleme, kalitesini iyilestirme ayni zamanda 6zellikle tip alaninda hastaliklarin
teshisi veya daha az maliyetli, hizli tedavi imkanlari gibi konularda biiylk potansiyele sahiptir.
Nanoteknoloji g¢evresel kaliteyi gelistirme potansiyeline sahip olmasina ragmen, insan
saghgina ve gevreye istenmeyen etkileri olabilecegi nedeniyle yeni bir tehlike unsuru olarak
endise tasimaktadir. Nanotoksikoloji, Uretilen nanomateryallerin canli organizmalar ve
ekosistem Uzerinde meydana getirdigi olumsuz etkileri inceleyen bilim daldir. Genel
toksikolojide canlilar tzerinde olumsuz etkiler olusturan dozdan bahsedilirken zehir ifade
edilir. Ancak bu bakis agisi nanotoksikolojide degistirilmelidir. Nanotoksikoloji, toksikoloji igin
yeni ve 6nemli bir arastirma alanidir. Malzemenin boyutu, sekli, birikme derecesi toksisiteyi
etkileyen ana faktorlerdir. Nanopartikillerin biyoyararlanimi ve toksisitesi yaygin sekilde
bilinmemektedir. Bu bildiri kapsaminda nanopartikillerin olusumunda katkisi olan dogal ve
biyolojik kaynaklardan bahsedildi. Nanopartikillerin insan ve cevre sagligi (izerine olan
olumsuz etkilerine deginildi. Bu yapilarin insan viicuduna hangi yollarla alinabilecegi ve

alindiginda viicutta olusturabilecegi olumsuz etkiler hakkinda bilgiler verildi.

Anahtar Kelimeler: Cevre ve halk sagligi, Nanoteknoloji, Nanotoksikoloji.
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A New Study Area Coming Together with Nanotechnology: Nanotoxicology

Abstract: Nano word means one billionth of any unit using as a technical unit of
measurement. Nanoparticles, building block of nanotechnology, have properties such as the
capability of high penetration, unique physicochemical features, wide surface area, and
chemical activity. These properties have attracted the attention of industrial and medical
areas in terms of technology. Use in industry, science, pharmacy, medicine, electronics,
communication and consumer products of nanotechnology products is increasing. This
technology has high potential on points such as identifying the pollutants present in air,
water, and soil, improvement of its quality as well as diagnosis of diseases in medicine area,
or cost effective and rapid treatment opportunities. Although nanotechnology has potential
in improving the environmental quality, there may be a concern as a new threat risk as it
may have adverse effects to human health and environment. Nanotoxicology is a science
assessing adverse effects that the produced nanomaterials bring about on living things and
ecosystem. In general toxicology, while mentioned about dose bringing about adverse
effects on living things, poison term is used. However, this point of view should be changed
in nanotoxicology. Nanotoxicology is a new and important research area for toxicology.
Material size, its shape, its accumulation degree are main factors that affect toxicity.
Bioavailability of nanoparticles and their toxicities are not widely known. In the context of
this report, it is mentioned from natural and biological sources contributing in the formation
of nanoparticles. It is mentioned from their adverse effects on human and environmental
health of nanoparticles. Knowledge was given about adverse effects that in what ways can

these materials be taken to human body and they can cause in the body when taken.

Keywords: Environmental and human healthy, Nanotechnology, Nanotoxicology.

Giris

Nanoteknoloji bilimi, nano boyutta stin 6zellikler (farkh optik, mekanik ve termal 6zellikler)
kazanan maddeleri arastiran bilim dalidir (Benli, 2009). Maddelerin atomik, molekiiler, ¢ok
molekdlli boyutlarda kullanildiginda Ustln nitelik, performans kazandiklari bilinmektedir
(Shukla ve Tewari, 2018). Nanometre olgeginde 1-100 nm diizeyindeki boyutlara sahip

maddeler nanomateryal olarak siniflandirimaktadir.  Nanoteknolojinin  yapi  tasi
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nanopartiklllerdir. Nanopartikiller, essiz fizikokimyasal 06zellikler, yiksek penetrasyon
yetenegi, genis ylzey alani ve kimyasal aktivite gibi 6zelliklere sahiptir. Nanoteknoloji ile
Uretilen Grlnlerin endstri, bilim, eczacilik, tip, elektronik, iletisim ve tiiketici Uriinlerinde
kullanimi giderek artmaktadir. Bu GUriinlerin kullanim alanlarinin artmasiyla insan sagligina ve
cevreye istenmeyen etkileri olabilecegine dair endiseleri de artirmistir. Nanomaddelerin
kullaniminin glinden gline artmasi, bu maddelerin toksik 6zelligi ile ilgili yapilan galismalari
daha da 6nemli hale getirmektedir. Donaldson (Donaldson ve ark., 2004) ve arkadaslari
nanoteknolojinin daimi ve glvenli bir sekilde gelisebilmesi i¢cin nanotoksikoloji alaninin
olusturulmasina destek vermistir. Hava kirliligi (Dockery ve ark., 1993) ve asbest (Kane ve
Hurt, 2008) gibi yasanan kotl tecrlibeler nanotoksikoloji konusunda her gegen giin daha
fazla endise uyandirmaktadir (Bacanli ve ark., 2014). Nanotoksikoloji, Uretilen
nanomateryallerin canl organizmalar ve ekosistem (izerinde meydana getirdigi olumsuz
etkileri inceleyen bilim daldir. Genel toksikolojide dozdan bahsedilirken zehir ifade edilir
(Merwe ve Pickrell, 2012). Maddenin boyutu, sekli, birikme derecesi toksisiteyi etkileyen ana
faktorlerdir (Marambio-Jones ve Hoek, 2010;Sharifi ve ark., 2012). Nanomaddeler yanma,
jeolojik ya da biyolojik siireglerin sonucunda dogada bulunabilecegi gibi istenen 6zelliklerin
elde edilmesi icin dzel olarak da Uretilebilir. Uretilen nanomaddelere toplu iiretim ve genis
uygulama alanina sahip olduklari igin istemeden maruz kalinabilir ancak bu maruziyet kontrol
edilebilir (Buzea ve ark., 2007;Merwe ve Pickrell, 2012). Kaynagina gére nanomateryaller
rastlantisal ya da ozel Uretime bagl olmak iizere ikiye ayriir. Ozel olarak uretilen
nanopartikiller nanoboyutta kendine 0zgli Ozelliklerinin (iletkenlik) kullanimi igin
Uretilmektedir. Rastlantisal nanopartikiller ise dogadan (orman yangini) ya da antropojenik
(tasit motorlari) kaynaklardan gelen istenmeyen partikiiller olarak tanimlanir (Bacanli ve ark.,
2014). Nanomaddelerin boyutu, hiicre igerisine alinimini ve nanomaddelere karsi olusan
yanitini, dagilimini ve vicuttan atilmasini etkiler. Pek ¢ok organizma, 6zel olarak Uretilen
nanomaddeyi detoksifiye ve metabolize edemez. Bu nedenle insan hayatina faydalarinin yani
sira, nanomaddeler diinya icin de en tehlikeli kirleticilerden biri olarak gorilmektedir (Merwe

ve Pickrell, 2012).
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Nanopartikiillerin Biyolojik Sistemlere Girig Yollar

Nanotoksik partikiller genellikle yeterli bilgi donanimina sahip olunmadigindan insan
viicuduna hava yolu, cilt, sindirim yolu ve diger yollarla girebilir. Bu durum nanotoksik
partikillerle kontamine havayl soluma, deri yoluyla viicut igerisine girerek, nanotoksik
partikiillerle kontamine gidalari tiiketerek, nanopartikillerle kontamine icecekleri icerek
meydana gelebilir ( Ryman ve ark., 2007; Stem ve McNeil 2008;Vandhana ve ark., 2015).
Nanomaddelerin deriye maruziyeti bolgesel krem uygulanmasi, ila¢ tedavisi ya da
istenmeden meydana gelebilir (Hagens ve ark., 2007;0berdorster ve ark., 2005). Cok kigtk
boyuttaki partikiller icin baslica giris yolu solunum sistemidir (Donaldson ve ark., 2002).
Karaciger ilk gegis etkisinin meydana geldigi yerdir ve 6zellikle nanomaddelerin toksisitesine
karsi duyarhdir. Silika nanopartikillerin hepatotoksik potansiyeli olmasi hepatosit nekrozu ile
beraber portal bolgede tek cekirdekli yangi hicrelerinin infiltrasyonuna yol agabilir
(Yildinmer ve ark., 2011). Nanomaddeler burun bolgesinden solunum yolu araciliginda
mukosiliyer agikliktan veya dogrudan yiyecek, su, kozmetik, ilaglar ve ilag tasima sistemleri ile
gastrointestinal sisteme ulasabilir (Hagens ve ark., 2007; Oberdorster ve ark., 2005).
Nanomaddelerin birgok c¢esidi mide-bagirsak yoluyla viicuda girerek hizl bir sekilde diski ve
idrar ile ortadan kaldirilabilir. Ancak bazi nanomaddeler ilk gegis etkisi sirasinda karacigerde
toplanabilir (Oberdorster ve ark., 2005). Nano boyutlardaki bakirin karaciger, bobrek ve
dalaga zarar verdigi bildiriimektedir. Ozellikle enjeksiyon uygulamalari ve implantlar
maruziyetin baska olasi yollaridir. Bu yiizden nanoboyuttaki partikiller viicuda giris yollarinin

yanisira boyut ve 6zelliklerine bagh viicudun farkli bolgelerine ulasabilir (Arora ve ark., 2012).

Nanopartikiillerin Canhlar Uzerine Etkileri

Nanopartikiiller boyut, ylizey alani, fiziko-kimyasal yapi, sekil ve yapisindaki yik gibi
benzersiz ozelliklerinden dolayi kiitlece farkli olan malzemelerden toksisite agisindan farkli
olabilir. Ozel olarak Uretilen nanopartikiillerin toksisitesi hakkinda sinirl bilgi mevcuttur.
Nanopartikllerin toksisitesi hakkinda ciddi anlamda bilgi eksikligi vardir. Nanopartikillerin
kiglk boyutlarda olmasi insan sagligina zararl etkiler olusturabilecek ana faktérlerden
birisidir (El-Ansary ve Al-Daihan, 2009). Zehirleyici etkiye sahip olan en yaygin metal
nanopartiklller aliminyum oksit, titanyum dioksit, glimiis ve bakir oksit olarak ayrilabilir.

Aliiminyum oksit nanopartikiller diger metal kokenli nanomaddelerden daha az toksiktir.
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Nanopartikiller biyolojik bariyerleri asabilme ve hiicreler igerisine girebilme yetenegine
sahiptir. Cekirdek icerisine girebilir ve biyolojik sistemlerle zararli etkilesimlere yol agabilirler
(Oberdorster ve ark., 2005). Glimiis nanopartikiller (AgNP'ler), insan saghgina olasi riskleri
olan ¢ok gesitli endstriyel ve tibbi uygulamalar igin kullanilan nanomalzemelerin énemli bir
parcasidir (Ahamed ve ark., 2010). Antibakteriyel, gliveye karsi koruyucu ve antistatik
ozellikleri nedeniyle giimiis nanopartikiller tekstil endUstrisinde kullanilir (Yan ve ark., 2012).
GUmus nanopartikiiller bakteri, mantar ve virlslere karsi etkili biyositlerdir (Mahendra ve ar.,
2009). Gumus nanopartikiiller zehirleyici olmalarina ragmen diger metallere kiyaslandiginda
glimistin memeli hicrelerinde zehirliligi daha diisiik olmasinin yanisira mikroorganizmalar
icin daha ylksek toksisiteye sahip oldugu bilinmektedir (Li ve ark., 2010). Ahamed ve
arkadaslari, gimis nanopartikillerin akciger, karaciger, beyin, damar sistemi ve Ureme
organlari dahil olmak Uzere cesitli organlarda toksisiteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
GUmus nanopartikiller reaktif oksijen tirlerinin olusumu, oksidatif stres, DNA hasari ve
apoptozise neden olabilir (Ahamed ve ark., 2010). Asharani ve arkadaglari glimis
nanopartikillerin konsantrasyonunun toksisite lizerine etkisini degerlendirmek igin giimis
nanopartiklllerin  embriyolara eklenmesi islemini  gercgeklestirmistir. Daha sonra
nanopartiklllerin embriyolarin yiizeyinde hasara neden oldugu belirlemislerdir. Bunun ise
hiicrelerin ¢ekirdeginde nanopargaciklarin birikimiyle DNA hasarina ve kromozomal
sapmalara neden olabilecegi dusiiniiimektedir. Nanopartikillerin merkezi sinir sisteminde
birikmesiyle kalp ritmi, solunum ve vicut hareketlerinin kontrol edilmesinde olumsuz
etkilere yol agmaktadir. Ayni zamanda giimUs nanopartikiillere maruziyet sonucu viicudun
farkli boltiimlerinde hiperemi ile beraber 6dem ve nekroz meydana gelebilir (Asharani ve ark.,
2008). Bakir oksit nanopartikiiller yari iletkenlerde, antimikrobiyal ayiraglarda, isi transfer
akiskanlarinda ve intrauterin kontraseptif cihazlarda kullanilir (Auroja ve ark., 2009). Ahamed
ve arkadaslari bakir oksit nanoparcaciklarinin sitotoksisite, oksidatif stres, DNA hasari gibi
olumsuz etkilerini inceleyerek lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin insan akciger
epitel hiicrelerinde DNA hasarina neden oldugunu bildirmislerdir (Ahamed ve ark., 2010).
Nanomaddeler igin ileri slriilen toksikolojik mekanizmalar oksidatif stres, sitotoksisite,

genotoksisite ve enflamasyon yanitlarindan olusur (Nel ve ark., 2006).
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Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Nanomaddeler oksidatif stresi tetikleyerek hiicre ici reaktif oksijen tirlerinin (ROS) artmasi
ve antioksidanlarin azalmasinin bir sonucu olarak hiicreler iginde redoks mekanizmasinda
dengesizlik meydana getirir (Singh ve ark., 2009). Genel olarak, reaktif oksijen tirlerinde
kiglk ve gecici artislar ¢ogu hiicre tipinde tolere edilebilirken, bu durum devam ettiginde
daha yuksek seviyelerinin hiicre hasarina neden olma olasiligi ylksektir (Soenen ve ark.,
2011). Reaktif oksijen tirleri DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel makromolekdller ile
etkilesime girebilen yiksek reaktif molekullerdir (Singh ve ark., 2009). Nanomaddelerin
bilesimi ve ylksek ylizey alanlari bu maddelerin reaktif oksijen tiirlerinin Gretimi ile iliskilidir.
Nanopartikiiller ne kadar kiglkse oksidatif stres o kadar ylksek olur (Brown ve ark.,

2001;Rnaapen ve ark., 2004).

Sitotoksisite

Nanopartikiller membran bltiinligint dogrudan fiziksel hasar veya dolayli olarak hiicre
Olimine neden olabilecek oksidasyon araciliginda etkileyebilir. Nanopartikillerin
membranlarla etkilesimi yiizey o6zelliklerine baglidir (Vasir ve Labhasetwar, 2008).
Nanopartikillerim memeli gamet kok hiicre hattina yonelik sitotoksisitesinin belirlenmesi,
nanomaddelerin  biyoglivenligi  lUzerinde bilylik endise uyandirmistir.  GUmis
nanopartikillerin mitokondriyal fonksiyonun siddetli bir sekilde azalmasina, membranda
sizintinin artmasina, nekroz ve apoptoz indiksiyonu gibi durumlara neden oldugundan en

zehirli nanopartikdl oldugu bildirilmistir (Braydich-Stolle ve ark., 2005).

Genotoksisite

Nanopartikiller boyutlarinin kiigiik olmasi ve ylzey alanlarinin genis olmasindan dolayi
tahmin edilemeyen genotoksik etkilere sahip olabilir. Cogunlugu genotoksik etki ile
mutajenez ve karsinojenez etkilere neden olabilen DNA hasarini tetikleyebilir. Nanomaddeler
boyutlarindan dolayi hiicre membranlarini gecerek dogrudan DNA ile etkilesime gecebilirler.
Oksidatif stres ve enflamasyonu tetiklediklerinde, dolayli olarak DNA ile de etkilesime
girebilirler (Singh ve ark., 2009). Nanopartikiiller DNA’da tek iplikte meydana gelen

kopmalar, ¢ift iplikli meydana gelen kopmalar, DNA delesyonlari ve 8-hidroksi-2-
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deoksiguanozin (8-OHdG) seviyelerinde artis seklinde genomik dayaniksizlik gibi DNA’da
pekgok hasara neden olur (Song ve ark., 2012).

Enflamasyona Bagh Gelisen Durumlar

Nanopartikiller tarafindan olusturulan oksidatif stresin niikleer faktor kappa B (NFkB), aktive
edici protein 1 (AP-1), hiicre disi sinyali diizenleyen kinazlar (ERK) c-Jun, N-terminal kinazlar
gibi redoksa hassas transkripsiyon faktorlerini etkileyerek enflamasyonu arttirdigi
bildiriimektedir (Curtis ve ark., 2006; Kabanov, 2006;Vega-Villa ve ark., 2008). TNF-a
seviyelerinin artisi hiicre membraninda hasara ve apoptozise neden olabilir (Aydin ve ark.,
2012). Kronik enflamasyon karsinojenez ile iliskilendirilmistir (Federico ve ark., 2007).
Nanopartikiller ayni kimyasal 6zelliklere sahip biylk boyutlardaki partikillerden daha toksik
olarak bilinmektedir. Nanopartikillerin, klglk boyutlarindan dolayi, protein yapilarini
degistirmek icin haptenler gibi davranabildigi ileri strtlmektedir (Klimuk ve ark., 2000).
Titanyum dioksit nanopartikilleri ve ¢ok kiglik yapidaki ince karbon karasi nanopartikilleri,
intratrakeal agilama sonrasi siganlarin akcigerlerinde enflamasyona yol agtigi bildirilmistir (Li
ve ark., 1996;Singh ve ark., 2009). Ayrica bazi ¢calismalar titanyum dioksit nanopartikillerin
pulmoner inflamasyon, pulmoner 6dem, makrofajlarin bir bolgede toplanmasi ve

pnémonosit apoptozisine yol agtigi bildirmistir (Aydin ve ark., 2012).

Sonug

Nanopartikiller ile canli organizmalar arasindaki olasi etkilesimler ve bunlarin uzun sireli
maruziyetlerinin sonuglari heniiz tam olarak bilinmemektedir. Nanopartiklllerin toksisitesi
hakkinda hala ciddi bir bilgi eksikligi vardir. Nanomaddelerin toksisitesini belirlemede 6nemli
olan nanopartikillerin karakterizasyonu ve in vivo ile epidemiyolojik ¢alismalarda maruz
kalma konsantrasyonlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Dogada var olan, 6zel olarak
Uretilen ve gevresel arastirmalardan elde edilen toksikolojik verilere gére nanomaddelerin
boyutlari, sekilleri, kullanilan element ¢esidi ve ylizey fonksiyonel gruplarina bagh olarak
hicreler lizerinde cgesitli zararli etkileri oldugu duistnilmektedir. Nanomaddeler buytklik,
sekil, elementler ve ylzey fonksiyonel gruplari oksidatif stresi tetikleyerek (nano) toksisite ve
genotoksisiteye neden  olmaktadir. GUnimizde nanopartikiiller yaygin  olarak

kullanildiklarindan maruziyet kaginilmazdir ve glvenilirlikleri konusunda toksisitelerini
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0grenmek, viicuttaki mekanizmalarini ve yollarini anlamak igin yapilan ¢alismalarin artirilmasi
gerekmektedir. Nanoteknolojik uygulamalarin gelisimi devam ettikge, ilerleyen zamanlarda
glvenlik ve risk degerlendirme calismalarina olan talep artacaktir. Nanomaddelerin
kendilerine has ozelliklerini ele almak igin de yeni analitik yontemlerinin de arastiriimasi

gerekmektedir.
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Sperma Diliisyon Soliisyonlarina ilave Edilen Eritropoietinin Spermatolojik Parametreler ve

Oksidatif Stres Uzerine Etkisi *

Muharrem SATILMIS* Ali BILGILI?

Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Mudiirligii, Ankara, Tiirkiye
2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Ankara, Tiirkiye

Eritropoietin (EPO), eritroit progenitor (olgunlasmamis hicreler) hiicrelerin spesifik hiicre ylzeyi
reseptori ile baglanarak eritrosit Uretimini dlzenleyen glikoprotein yapisinda yerel bir
hormondur. Birincil olarak bobrekler tarafindan salgilanan EPO karaciger, makrofajlar ve salgi
bezleri gibi birgok doku ve hiicrede varligi tespit edilmistir. Bobrekler tarafindan Uretilen EPO
eritrosit Gretiminin kontroliinden sorumludur. Bununla birlikte yapilan gesitli klinik ¢alismalar
hiicresel hasara neden olan oksidatif stresi azaltarak hicreleri korudugu bildirilmektedir. Bu
¢alismada, boga spermasinin dondurulmasinda kullanilan dilusyon sollsyonlarina ilave edilen
eritropoietinin antioksidan etkinligi incelendi. Bogalardan alinan spermalarin dondurulmasi
esnasinda eritropoietinin farklh dozlari (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 IU eritropoietin /ml) ilave
edilerek olusturulmus 6 deneme ve eritropoietin ilave edilmemis (antioksidansiz) kontrol
gruplariyla sulandirilarak donduruldu. C6ziim sonu biyokimyasal parametreler (oksidatif stres) ve
spermatolojik parametreler incelendi. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi 6.25 IU eritropoietin /ml
iceren diliisyon sollisyonu grubu progresif motilite orani (%31,81+3,74), 200 IU eritropoietin/ml
iceren dillisyon sollisyonu grubuna gore (%22,26+2,01) anlaml dlgtide yuksek bulundu (p< 0,05).
SYBR/PI sonuglari bakimindan 6,25 IU eritropoietin/ml iceren diliisyon soliisyonu grubu 12,5 1U
eritropoietin /ml iceren dilisyon sollisyonu grubuna gére anlamh 6l¢tide yiksek bulundu (p <
0,05). Gruplar arasi biyokimyasal (TGSH, AOP, LPO) parametreler ise nemsiz bulundu (P > 0.05).
Sonug olarak, elde edilen tim sonuglarin istatiksel olarak anlamli olmamasina ragmen ozellikle
6.25 U eritropoietin / ml iceren grupta diger gruplara gore progresif motilite ve 6li- canli

spermatozoon oraninin yliksek bulunmus olmasi 6nemli olarak degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Eritropoietin, Oksidatif stres, Sperma.

*Bu ¢alisma, TAGEM (TAGEM/HAYSUD/13/A-02/P-01/0) tarafindan doktora projesi olarak
desteklenmistir.
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Effects of erythropoietin which is added to semen dilution solutions on spermatological

parameters and oxidative stress
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Erythropoietin (EPO) is a local hormone in the glycoprotein structure that regulates erythrocyte
production by binding erythroit progenitor (immature cells) cells with specific cell surface
receptor. EPO, which is primarily secreted by the kidneys, has been found in many tissues and
cells, such as the liver, macrophages and glands. EPO produced by the kidneys is responsible for
controlling erythrocyte production. However, several clinical studies have reported that it
protects cells by reducing oxidative stress that causes cellular damage. In this study,
effectiveness of erythropoietin addition to sperm dilution solutions and in vitro culture mediums
on spermatological parameters, oxidative stress and embryo development was investigated. In
freezing stage, bull sperm was frozen using 6 trial group by adding several doses of
erythropoietin (6,25 1U, 12,5 IU, 25 1U, 50 IU, 100 IU and 200 U erythropoietin/ml) to dilution
solutions and 1 control group without erythropoietin (no antioxidant). After thawing,
spermatological and biochemical parameters (oxidative stress) were examined. The progressive
motility ratio of the solution group containing 6,25 IU erythropoietin/mL (%31,8143,74) was
significantly higher (P < 0,05) comparing to the solution group containing 200 U
erythropoietin/mL (%22,26+2,01). As for SYBR/PI, the 6,25 IU erythropoietin/ml group was
significantly high (p<0,05) comparing to the group of 12.5U erythropoietin/ml. Intergroup
biochemical (TGSH, AOP, LPO) parameters were found to be insignificant. (P > 0.05). In
conclusion, although not all the results were statistically significant, it was important that the
rate of progressive motility and dead-live spermatozoon were found to be high, especially in the

group containing 6.25 U erythropoietin / ml compared to the other groups.

Keywords: Antioxidant, Erythropoietin, Oxidative stress, Semen.

*This study was supported by TAGEM (TAGEM/HAYSUD/13/A-02/P-01/0) as a PhD project.
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Aliiminyumun Yiiksek Isi Etkisi ile Suya Gegisi ve Bu Suyun Koglarda in Vitro Sperm

Parametrelerine Etkisi
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2Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Veteriner Fakiiltesi, Kirikkale Universitesi, Kirikkale, Tiirkiye

Aliminyum gibi agir metallerin yliksek dozlarda gida ile alinmasi hayvanlarda saglk ve
reprodiiktif agidan zararli oldugu bilinmektedir. Gida muhafazasi ve pisirmek amaci ile
aliminyum folyo ve kaplar kullaniimaktadir. Bu galismada aliminyum; dogal kullanim
kosullari taklit edilerek, 180 °C de etiiv igerisinde 1 It distile su igerisinde 10 gr Aliminyum
folyonun 2 saat siireyle tutulmasi ile elde edilmistir. Daha sonra su direk, %50 ve 75 oraninda
buharlastirilarak degisik dozda aliiminyumlu su elde edilmistir. Elde edilen bu sulardaki
aliminyum orani ICP-OES ile belirlendi ve PBS eklenerek kullanim sollsyonlari hazirlandi.
Galisma gruplari; PBS-Kontrol (G-1), aliiminyumlu su (G-2), %50 yogunlastiriimis aliminyumlu
su (G-3) ve %75 yogunlastinlmig aliminyumlu su (G-4). Koglardan elektro-ejakiilator ile
alinan sperma 50 X10°/ml spermatozoa olacak sekilde sulandirildi. Gruplar benmari
icerisinde 37 °C 4 saat slreyle inklibe edildi ve 0.,2. 4. ve 6. saatlerde motilite, membran
butlnlGgl ve mitokondriyal membran potansiyeli yonlinden degerlendirildi. Dustik dozlarda
aliminyum dogrudan etkisi olmasa da uzun zaman boyunca alinan aliiminyum dokularda

birikerek toksik etkiye sebep olabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aliiminyum, Isi etkisi, Kog, Sperma, Ureme.
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Transition of Aluminum to Water by High Heat Effect and the Effect of Aluminum on In

Vitro Parameters in Ram Semen
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It is known that intake of heavy metals such as aluminum with high doses in food is harmful
in health and reproductive aspects in animals. Aluminum foil and cooker are used for food
preservation and cooking. In this study, aluminum; it was obtained by keeping 10 gr
Aluminum foil in 1 L distilled water in oven at 180 °C for 2 hours by simulating natural usage
conditions. Then, the water was evaporated by 50% and 75% to obtain aluminum in
different doses in water. The proportion of aluminum in the waters was determined by ICP-
OES and then PBS was added the water to prepare the usage solutions. Working groups;
PBS-Control (G-1), aluminum water (G-2), 50% condensed aluminum water (G-3) and 75%
condensed aluminum water (G-4). Semen taken from the rams with electro-ejaculator was
diluted to 50 X106 / ml spermatozoa. The groups were incubated in in water bath at 37 °C
for 2, 4 hours and 6 hours. At the 0, 2th, 4t and 6™ hours, specimens were evaluated as
motility, membrane integrity and mitochondrial membrane potential. Although aluminum
has no direct effect at low doses, it has been evaluated that it can accumulate in the tissues

of aluminum taken for a long time and cause toxic effect.

Keywords: Aluminum, Heat effect, In vitro, Ram, Sperm.

336



Samsun Bolgesinde Uretilen Sigir Siitlerinde Tetrasiklin Antibiyotik Kalintilan

Yavuz Kiirsad DAS Oguzhan YAVUZ Enes ATMACA Abdurrahman AKSOY

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim
Dali, 55139, Kurupelit, SAMSUN

Genis etki spektrumlari ve maliyet etkinliginden dolayi, tetrasiklin grubu antibiyotikler diinya
capinda en yaygin kullanilan antibiyotiklerdendir. Bu ¢alismada Samsun boélgesi halk
pazarlarindan toplanan 100 inek sitl orneginde tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasiklin
kalintisi arastirilmistir. Dokuz &rnekte oksitetrasiklin (11.62-45.56 pg L* ), 35 érnekte
tetrasiklin (2.21-135.32 ug L) ve 40 érnekte klortetrasiklin (20.06-98.30 pg L) kalintisi
tespit edilmistir. Kalinti seviyeleri, bir érnek (tetrasiklin; 135.32 ug L) haricinde, yasal sinir
degerin (100 pg L) altinda bulunmustur. Bu ¢alismanin genel bulgulari dikkate alindiginda,
bircok numunede tetrasiklin antibiyotik tespit edilmesi nedeni ile sit ve diger hayvansal
gidalarda kalintilarin daha sik izlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica tetrasiklin
antibiyotik kalintilarinin insan saghgi tGzerindeki olasi riskleri daha fazla degerlendirilmeli ve

Ureticiler ve tiketiciler bilgilendirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: inek siitii, Kalinti, Klortetrasiklin, Oksitetrasiklin, Tetrasiklin.
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Tetracycline antibiotics in raw cow’s milk produced in Samsun province, Turkey

Yavuz Kiirsad DAS Oguzhan YAVUZ Enes ATMACA Abdurrahman AKSOY

Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Ondokuz
Mayis University, Samsun, TURKEY

Due to their broad spectrum of activity and cost effectiveness, tetracyclines are among the
most commonly used antibiotics used in worldwide. In this study, the levels of tetracycline,
oxytetracycline and chlortetracycline residues in 100 raw milk samples collected in public
markets in Samsun Province were investigated. Oxytetracycline was detected in nine
samples (11.62-45.56 pg L?!), tetracycline in 35 samples (2.21-135.32 pg L) and
chlortetracycline in 40 samples (20.06-98.30 ug L?). The residue level was above the legal
limit (100 pg L) in only in one sample (tetracycline; 135.32 ug L%). Given the overall results
of this study, it is concluded that due to the detection of tetracycline antibiotics in many
samples, they should be frequently monitored in milk and also in other foods of animal
origin. In addition, the possible risks to human health of tetracycline residues should be

further assessed and producers and consumers should be better informed.

Keywords: Chlortetracycline, Cow’s milk, Oxytetracycline, Residue, Tetracycline.
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Gaziantep Bolgesinden Toplanan Cig Siit ve Yoresel Peynir Orneklerinde HPLC Vasitasiyla
Aflatoksin Kalintilarinin Aragtirilmasi*
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Bazi kuf mantarlari uygun cevre kosullari altinda mikotoksin olarak adlandirilan sekonder
metabolitleri Uretirler. Guniumizde bilinen 400’den fazla mikotoksin bulunmakla birlikte
aflatoksinler (AF) en toksik ve yaygin gorilen grubu olustururlar ve Uluslararasi Kanser Ajansi
tarafindan insan karsinojeni olarak grup 1'de katagorize edilmiglerdir. Aflatoksinler arasinda en
toksik tlr AFB: olmakla birlikte, st ve slt drlnleri agisindan en riskli grubu AFM;
olusturmaktadir. Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan ¢ig sit, isil islem
gormus sut, st bazli Grinlerin Gretiminde kullanilan sitlerde bulunabilecek maksimum AFM1
miktari 0.05 pg/kg olarak belirlenmistir. Siit ve sit Uriinlerinde AF miktarlarinin kontrol altinda
tutulabilmesi i¢in ¢ok sayida Ulusal/Uluslararasi yasa bulunsa da, 6zellikle yoresel/geleneksel
Urtnlerdeki distk sanitasyon sartlari kontrolsiiz mikotoksin tiremesine neden olmaktadir. Bu
baglamda, galisma kapsaminda Gaziantep yoresinden ¢ig siit (n=30) ve yoresel peynir (Antep
peyniri) drnekleri (n=30) toplanmistir. Orneklerin kati faz ekstraksiyonu yapildiktan sonra HPLC-
FD cihazi ile AFM; kalinti dizeyleri belirlenmis ve insan saghg acisindan risk olusturup
olusturmadiklari degerlendirilmistir. Validasyon bulgulari incelendiginde R?=0.999, geri kazanim
degerleri siit ve peynir icin sirasiyla % 97.9 ve % 95.4, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.002/0.007
ve 0.001/0.003 pg/kg olarak tespit edilmistir. Sit numunelerinde <LOD-0.338 (0.050) ve peynir
numunelerinde 0,004-0.738 (0.141) araliginda (ug/kg) AFM; kalintisina rastlanmistir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde sitlerde AFM; kalinti seviyelerinin MRL degerlerinin altinda oldugu
gorilmektedir. Peynir numunelerinde ise AFM; kalintilarinin siit numunelerine goére 3 katindan
daha fazla yogunlastigi tespit edilmistir. Yoresel peynirlerde mevsimsel etki de goz oniinde
bulundurularak Gretim prosesleri ve depolama sartlarinin daha sik kontrol ve denetlemeye tabi
tutulmasi yaninda belli periyotlarla mikotoksin taramasi ve risk degerlendirmesi yapilmasi insan
ve hayvan sagligi acisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin M1, Gaziantep, HPLC-FD, Peynir, Sit.

* Bu calisma bir Yiksek Lisans tezinden ozetlenmistir ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorligu tarafindan desteklenmistir (18.YL.073).
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Investigation of Aflatoxin Residues by HPLC of Raw Milk and Local Cheese Samples Collected
from Gaziantep Region
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Some molds produce secondary metabolites called mycotoxins under appropriate environmental
conditions. Nowadays, although there are more than 400 known mycotoxins, aflatoxins (AF) are
the most toxic and common mycotoxin group and are classified as group 1 human carcinogens
by the International Cancer Agency. AFB; is the most toxic species among aflatoxins, but the
most dangerous mycotoxin type for milk and milk products is Aflatoxin Mi. The maximum
residue limit (MRL) of AFM; that can be found in raw milk, heat-treated milk and milk used for
the production of milk-based products by the Turkish Food Codex and the European Commission
is determined as 0.05 pg/kg. In spite of there are many national/international laws to control AF
production in dairy products, low sanitation conditions promote mycotoxin growth in
local/traditional products. In this context, raw milk (n=30) and local/traditional cheese (Antep
cheese) (n=30) samples collected from Gaziantep region in these project. After solid phase
extraction of samples, AFM; residues were determined by HPLC-FD and it was evaluated
whether they posed a risk to human health. When the validation findings were examined,
R?=0.999, recovery values for milk and cheese were 97.9% and 95.4%, LOD and LOQ values were
0.002/0.007 and 0.001/0.003 pg/kg, respectively. AFM; residues (ug/kg) were found in the range
of LOD-0.338 (0.050) in milk samples and 0.004-0.738 (0.141) in the cheese samples. When the
obtained results are evaluated, it is seen that AFM; residue levels in the milk samples are below
MRL values. In cheese samples, AFM; residues were found to be more than 3 times more
concentrated than milk samples. Periodic mycotoxin screening and risk assessment are
important for human and animal health beside more frequent control and inspection of
production processes and storage conditions in local cheeses also considering the seasonal
impact.

Keywords: Aflatoxin M1, Cheese, Gaziantep, HPLC-FD, Milk.
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Deneysel Olarak Tip Il Diyabet Olusturulmug Ratlardaki Yara Modelinde Kudret Nari
(Momordica charantia) Meyvesi Yaginin Yara iyilesmesi Uzerine Etkileri
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Alternatif tip tedavilerinde kullanilan bitkilerin yararlarini tespit etmek amaciyla giinimizde
bircok bilimsel c¢alisma yapilmaktadir. Geleneksel olarak faydalari gorilen kudret nari
(Momordica charantia) meyvesinin ve tohumlarinin da antidiyabetik, antioksidan, antihelmintik,
peptik Ulser ve pek ¢ok kanser tiriindeki etkileri konusunda g¢alismalar yapilmistir. Bu ¢calismanin
amaci, kudret meyvesi yaginin yara Uzerine etkilerinin arastiriimasidir. Bu amagla streptozotosin
ile olusturulan diyabet modelinde kudret narinin deride olusturulan vyaralarda etkisi
incelenmistir.

Calismada, 28 adet saglikli ergin erkek wistar albino rat kullanildi. Deneysel olarak diabetes
mellitus (DM) olusturulacak gruplara 2 hafta sire ile yiksek yag oranli diyet uygulandi. Kan glikoz
seviyeleri ve agirliklari 6lgiilen ratlara 2. hafta sonunda Streptozotosin (STZ) ¢6zeltisi (50 mg/kg)
uygulandi ve 72 saat sonrasinda ratlarin tekrar kan glukoz seviyesi 6lgiildl. Kan glikoz seviyesi
200 mg/dL'nin lzerinde olan ratlar DM olarak kabul edildi. Tium deneklere gerekli antisepsi
saglandiktan sonra 12 mm capli punch biopsi aleti ile tam katman (dermis+epidermis) defekt
(yara) olusturuldu. Miidahale sonrasinda 14 giin boyunca ayri kafeslerde tutulan ratlar giinltk
olarak lokal uygulama seklinde kontrol gruplarina sadece serum fizyolojik, kudret nari ve kudret
nari + diyabet gruplarina, kudret nari yagi uygulanarak bu bitkinin yara tizerine etkisi incelendi.
Calisma siresinin sonunda tim gruplardan EDTA’lI tiiplere alinan kan numuneleri santrifdj
edilerek ayrilan plazmadan; malondialdehit (MDA), slperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
rediiktaz (GRx) analizleri yapildi. Olusturulan yara dokusunun 1. ve 10. giinlerinde yapilan
6lgimlerinden ylizde (%) iyilesme oranlari belirlendi. Gozlenen yizde iyilesme miktarlarina gére
hazirlanan kudret nari meyvesi yaginin yara dokusunda klinik iyilesmeyi anlamli bir sekilde
hizlandirdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Diyabet, Kudret nari, Rat, Yara.
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Many scientific studies are being carried out today in order to determine the benefits of
plants used in alternative medicine treatments. There have been studies over the benefits of
the bitter melon (Momordica charantia) fruit and seeds, which are traditionally used in
ethnomedicine; where its antidiabetic, antioxidant and antihelmintic, peptic ulcer disease
and many types of cancer are being studied. The aim of this study is to investigate the
effects of bitter melon (BM) oil on wound healing. For this purpose, the effect of the
bitterlemon oil on wounds created in the skin of streptozotocin induced diabetes model rats
In the current study, 28 healthy adult male wistar albino rats were used. A high-fat diet was
applied for 2 weeks long to the groups with diabetes mellitus (DM) Streptozotosin (STZ)
solution (50 mg/kg) was applied to the rats, whose fasting blood glucose levels and weights
were measured, and the blood glucose level of these rats were measured again after 72
hours. Rats with blood glucose levels above 200 mg/dL were considered as DM. After the
necessary antisepsis was provided, and a full layer (dermis + epidermis) defect (wound) was
created to all subjects with a 12 mm punch biopsy tool. Following this intervention the rats
were kept in separate cages for 14 days long, while applying (locally) only saline, bitter
melon to the control groups and bitter melon + diabetes groups bitter melon oil on a daily
basis to examine the effect of this plant on the wound. At the end of the study period, blood
samples, which were taken from all groups into EDTA tubes, were centrifuged to analyse
malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and glutathione reductase (GRx). The
percentage (%) recovery rates were determined from the measurements of the scar tissue
on 1%t and 10% days. According to the percentage recovery rates, the oil of the bitter melon
fruit was found to accelerate clinical healing in wounds significantly.

Keywords: Antioxidant, Bitter melon, Diabetes, Rat, Wound.
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Kisnis’in (Coriandrum sativum L.) Sitotoksik Etkinliginin in Vitro Arastiriimasi
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Kisnis, gegmisten glnimuze, alternatif tip uygulamalarinda, hastaliklarin sagaltiminda
yararlanilan tibbi bir bitkidir. Bitkinin meyve, yaprak ve tohum kisimlarindan bu amagla
yararlanilmakta, 6zellikle tohum kisminda bulunan; yag asitleri, steroller, tokofenoller, ve ugucu
maddeler gibi biyoaktif bilesenler sagaltim amaciyla kullaniimaktadir. Linalool basta olmak tizere
tohumda bulunan esansiyel yaglarin sitotoksik etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Linalool
okaryotik hicrelerin mitokondriyal membranlarinda; zar potansiyelini diislirerek, Ca dongiisiine
etkilerken, iyon kanallarini ve proton pompasini da hiicrede pH diistisiine neden olacak sekilde
etkilemektedir. Boylece hiicre membran potansiyelini; sitokrom c, kalsiyum, radikaller ve
proteinlerin, hiicreden disariya sizmasina sebep olacak sekilde degistirerek sitotoksik etkinlik
olusturabilmektedir. Bu calismada, kisnisin sitotoksik etkinliginin insan epitelyal kolorektal
adenokarsinom (Caco-2), insan prostat adenokarsinoma (PC-3) ve insan prostat kanseri (DU145)
hiicre hatlarinda calisilmistir. Calismada kullanilan kisnisler, 2017 ve 2018 yillarinda Mardin’ in
Savur ilgesinin farkl satis yerlerinden toplanilmis ve Harran Universitesi Biyoloji Bolimii
Herbariumuna (No:5991) kaydedilmistir. Yapilan sulu ekstreler hiicre hatlarina uygulanmis ve
sitotoksik etkinlik MTT ve Notral Kirmizi (NK) testleri ile degerlendirilmistir. En ylksek sitotoksik
etkinlik DU145 igin tespit edilirken bunu PC-3 ve Caco-2 takip etmistir. Prostat karsinom
hiicrelerinde MTT ile tespit edilen IC50 degerlerinin NK’ dan daha diisiik olmasi, olasi sitotoksik
yolagin mitokondriyal olabilecegini gostermektedir. Arastirmada tespit edilen IC50 degerleri
diger calismalara benzemektedir. Hiicreler arasindaki duyarliik farki, hicrelerin Ostrojen
reseptorlerini farkl diizeylerde ifade etmelerinden (PC3" de hem ER3 ve @’ nin, DU145" de
ise ErB) ve bu yilizden bitkinin icerdigi izoflavanlarin olasi éstrojenik reseptorlere baglanarak
hiicre koruyucu o6zelligini gostermesinden veya diger farkli molekiiler yolaklara bagli olarak
degisebilmektedir. Farkl arastirmalarda apoptotik ve oksidatif stres yolaklari Gzerinden in vitro
antikanser etkinligi gosterilen kisnis, arastirmamizda da benzer sekilde prostat ve kolon kanser
hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermistir. Ancak bu sitotoksik etkinlik Amerikan Ulusal Kanser
Enstitist (NCI) tarafindan, bitkilerin antikarsinojenik etkinligi icin in vitro testlerde oOnerilen
(1C50<30 pg/ml) 1C50 degerinin iizerindedir. ilerleyen c¢alismalarda farkli kanser
kemoterapdétikleriyle kombinasyonunun, in vivo olarak etkinligi ve diger molekdiler ¢alismalarinin
yapilmasiyla,  kisnisin  potansiyel antikarsinojenik  etkinligi daha detayli  olarak
degerlendirilebilecek ve klinik kullanim igin temel olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Antikarsinojenik etkinlik, Hiicre canliligi, Kisnis.
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In Vitro Cytotoxic Activity of Coriander (Coriandrum sativum L.)
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Coriander is a medicinal plant used in the treatment of diseases from past to present, in
alternative medicine applications. Fruit, leaves and seed parts of the plant are used for medicinal
purposes, especially in the part of seeds; bioactive components such as fatty acids, sterols,
tocophenols, and volatile substances are used for the treatment. It is known that essential oils
found in seed, especially linalool, have cytotoxic effects. Linalool, reduces the membrane
potential in mitochondrial membranes of eukaryotic cells and it affects the Ca cycle and the ion
channels, proton pump in the way that causes a pH decrease in the cell. Thus, it can produce
cytotoxic activity by altering cell membrane potential to cause cytochrome c, calcium, radicals
and proteins to leak out of the cell. In this study, the cytotoxic activity of coriander was studied
in human epithelial colorectal adenocarcinoma (Caco-2), human prostate adenocarcinoma (PC-3)
and human prostate cancer (DU145) cell lines. The coriander used in the study was collected
from different sales shop in Savur district of Mardin in 2017 and 2018 and recorded in Harran
University Biology Department Herbarium (No: 5991). Aqueous extracts were applied to cell
lines and cytotoxic activity was evaluated by MTT and Neutral Red (NK) tests. The highest
cytotoxic activity was detected for DU145, followed by PC-3 and Caco-2. IC50 values detected by
MTT in prostate carcinoma cells were lower than NK, indicating that the possible cytotoxic
pathway may be mitochondrial. IC50 values determined in the study are similar to other studies.
The difference in sensitivity between cells is due to the fact that the cells express estrogen
receptors at different levels (both ERS and & in PC3 and Erf8 in DU145), and thus the
isoflavans contained in the plant bind to possible estrogenic receptors or show cell protective
properties by binding to other different molecular pathways. In vitro anticancer activity
demonstrated by apoptotic and oxidative stress pathways by different studies, coriander showed
similar cytotoxic effect in prostate and colon cancer cells in our study. However, this cytotoxic
activity exceeds the IC50 value recommended by the American National Cancer Institute (NCI) in
in vitro tests for the anticarcinogenic activity of plants (IC50 <30 g/ ml). In future studies, the
combination of different cancer chemotherapeutics, in vivo efficacy and other molecular studies,
the potential anticarcinogenic activity of coriander can be evaluated in more detail and will form
the basis for clinical use.

Keywords: Anticarcinogenic activity, Cell viability, Coriander.
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Broyler Yemine (42 Giin Boyunca) AFB1 Katilarak Olusturulan Deneysel Aflatoksikozisde

Isirgan Otu Tohumu (Urtica Dioica L Seed) Ekstraktinin Koruyucu Etkinliginin Arastiriimasi
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Sunulan bu ¢alismada, broyler yemine (42 giin boyunca) AFB1 katilarak olusturulan deneysel
aflatoksikozisde isirgan otu tohumu (Urtica dioica L seed) ekstraktinin koruyucu etkinligi,
histopatolojik ve biyokimyasal olarak arastirildi. Bu amagla, toplam 32 broyler civciv, her biri
8’erli 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu (A); normal broyler yemi, IT grubu (B); 30 ml/kg yeme
Isirgan otu tohumu ekstresi, AF grubu (C); 1mg/kg AF, AF+IT grubu (D); 1mg/kg AF + 30 ml/kg
dozda isirgan otu tohumu ekstresi ilaveli yemler ile beslendi. Kirk iki glinlik deneme sonunda
nekropsileri yapilan broylerlerden biyokimyasal ve histopatolojik analizler igin 6rnekler alindi.
Biyokimyasal olarak aflatoksin grubunda (C); karaciger ve serum SOD, GSH-Px, CAT, TAS ve
BcL-2 diizeyleri kontrol grubuna gore dislk iken TOS ve caspase 3 seviyeleri ise yiksekti
(p<0.001). Ancak AF+IT grubunda karaciger GSH-Px ve serum SOD degerleri aflatoksin
grubuna gore oldukga yiiksekti (p<0.001). AF+IT grubunda ayrica hem karaciger hem de
serum Orneklerinde aflatoksin grubuna gére SOD, CAT, TAS ve BclL-2 diizeylerinde artis
olmasina ragmen anlamli degildi (p>0.05). Ek olarak AF+IT grubunda serum BcL-2 dlzeyleri
AF grubuna gore disliktli (p<0.001). D grubunda hem karacigerde hem de serumda AF
grubuna gore TOS ve caspase-3 diizeyleri diislik, BcL-2 diizeyleri ise oldukga ylksekti. Fakat
bu artiglar anlamli degildi. Patolojik olarak AF grubunda karacigerde biiyliime ve solgunluk;
histopatolojik olarak ise yaygin hidropik dejenerasyon, periportal fibrozis ve perisiniizoidal
myofibroblastik hiicrelerde aktivasyon gorildi. Bu morfolojik degisikliklerin AF+IT grubunda
cok anlamh olarak azaldigi gézlendi. Bu bulgulara gore; IT ekstraktinin glgli antioksidan
kapasitesi sayesinde doku hasarini dnemli dlglide engelleyerek broyler aflatoksikozisde
koruyucu etkiye sahip oldugu soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksikozis, Biyokimya, Broyler, Isirgan otu tohumu ekstresi, Histopatoloji.
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Investigation of the Protective Efficacy of Nettle Seed (Urtica Dioica L Seed) Extract in

Experimental Aflatoxicosis Formed by Adding AFB1 to Broiler Feed for 42 Days

Erhan AYNA! Ziibeyir HUYUT? Zabit YENER?!

van Yiiziincii Yil University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pathology
van Yiziinci Yil University, Faculty of Medicine, Department of Biochemistry

The aim of this study was to investigate the protective and antioxidant properties of Urtica
dioica seeds (UDS) extract against aflatoxin (AF) exposure in broiler chickens (from 1 to42
days of age). The preventive potential and antioxidant capacity of the UDS extract was
evaluated by liver histopathological changes, measuring antioxidant defense systems in liver
and serum of broiler. Thirty two broiler chickens were randomly divided into four
experimental groups: control, UDS extract treated, AF treated and AF+UDS extract treated.
Broilers in control and UDS extract treated groups were fed with a diet without AF. AF
treated group and AF+UDS extract treated group received approximately 1 mg of
AF/broiler/total. AF+UDS extract groups also received of 30 ml/kg UDS extract as
supplementation diet for 42 days. liver and serum SOD, GSH-Px, CAT, TAS and BcL-2 levels
were lower than control group, whereas TOS and caspase 3 levels were higher (p <0.001).
However, liver GSH-Px and serum SOD levels were significantly higher in AF + IT group
compared to aflatoxin group (p <0.001). In the AF + IT group, although there was an increase
in SOD, CAT, TAS and BcL-2 levels in both liver and serum samples compared to aflatoxin
group, it was not significant (p> 0.05). In addition, serum BcL-2 levels were lower in the AF +
IT group compared to the AF group (p <0.001). In group D, TOS and caspase-3 levels were
low and BcL-2 levels were significantly higher in both liver and serum compared to AF group.
But these increases were not significant. Pathologically, the liver was large and pale in the AF
group, Histopathologically, diffuse hydropic degeneration, periportal fibrosis and activation
of perisinusoidal myofibroblastic cells were observed. These morphological changes were
significantly reduced in the AF + IT group. According to these findings; due to the strong
antioxidant capacity of IT extract, it can be said to have a protective effect on broiler
aflatoxicosis by preventing tissue damage significantly.

Keywords: Aflatoxicosis, Biochemistry, Broiler, Histopathology, Urtica dioica seed extract.
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Balik Yetistiriciliginde Bitkilerin Bagisiklik ve Biiylime Uyarici Olarak Kullanim Potansiyeli

Ataman Bilge SARI

istanbul Universitesi- Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, 34320

Avcilar, istanbul, Tiirkiye

Baliklarda goriilen enfektif hastaliklarinin tedavisinde kimyasallarin asiri kullaniimasinin gevre
sorunlari, dokularda kalinti birikimi, antibiyotiklere direng ve etkinlik azalmasi gibi potansiyel
riskleri tasidigl ortaya konulmustur. Bu problemler, arastirmacilarin ve balik Ureticilerinin,
kaltlir balkgiligl Uretiminin artmasina izin verirken c¢evresel zarari en aza indirecek
bitkilerden elde edilen alternatif dogal kaynaklari dikkate almalarina neden olmustur.

Su Urinleri yetistiriciliginin temel problemlerinden biri; yiksek stok yogunlugu ve bunun
sonucunda su kalitesindeki disls, stres ve enfeksiyon riskinin artmasidir. Suda yasiyan
canhlarda icinde bulundaki c¢evresel faktorlerin fiziksel, biyolojik ve kimyasal degisimi
biyimede gerilemeyi ve hastaliklarin meydana gelme riskini diger tirlere kiyasla
artirmaktadir. Etkin bir tedaviye ragmen hastaliklar, ortaya ¢iktiktan sonra toplu 6limlere ve
ekonomik kayiplara yol agar. Mevcut tedavi zorluklari nedeniyle asilama veya bagisiklik
uyaricilar gibi 6nleyici tedavi yontemleri balik saghginin korunmasinda énem kazanmistir.
Onleyici tedavi ydntemleri icerisinde bagisiklik uyaricilarin kullaniminin, baliklarin hastaliklara
karsi direnci arttirmada etkili bir arag olabilecegi gosterilmistir.

Bitkisel kaynakli bagisiklik uyaricilari, tibbi spesifik olmayan bagisiklik mekanizmalarini
uyardigi gibi istah uyarici etki gostererek yem tiketimini ve canli agirhgr artirmasi gibi ek
etkileri oldugu bildirilmistir. icerdikleri fenolik bilesikler, alkaloitler, flavonoidler, terpenoidler
ve saponin gibi maddeler nedeniyle antibakteriyel, antifungal, antiviral, antistres
ozelliklerinin de bulundugu rapor edilmistir.

Bu sunumun amaci baliklarda tibbi bitkilerin bagisiklik sistemi ve biylime Uzerine etkilerini
arastirilan calismalarin umut verici sonuclarini gézden gegirmek ve tibbi bitkiler, bitki

Ozltleri, uygulama yontemleri ve baliklara spesifik olmayan bagisiklik sistemi Gzerindeki etki
sekli hakkinda giincel bilgi vermektir.

Anahtar Kelimeler: Balik, Bilyiime uyarici, immunostimulant, Tibbi bitkiler, Su iiriinleri.
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The Potential Use of Plants as Immunostimulants and Growth Prometer in Fish Farming

Ataman Bilge SARI

Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Istanbul University-
Cerrahpasa, 34320 Avcilar, Istanbul, Turkey

The overuse use of chemicals in the treatment of infective diseases of fish has been shown
to carry potential risks such as environmental problems, residual accumulation in tissues,
resistance to antibiotics, and reduction of the efficiency. These problems have led some
researchers and fish farmers to consider alternative natural resources from plants that
would minimize environmental harm while allowing increased aquaculture production.

Main problems of aquaculture are high stock density and consequently, the decrease in
water quality, increased risk of stress and infection. The physical, biological, and chemical
changes of the environmental factors in aquatic organisms decrease the growth rate and
increase the risk of disease occurrence compared to other species. Despite effective
treatment, diseases cause mass deaths and economic losses after they occur. Because of the
difficulties in treatment, prophylactic methods like vaccination or immunostimulants have
gained importance in the protection of fish health. It has been shown that the use of
immunostimulants can be an effective tool for increasing the resistance of fish against
disease.

Plant-derived immunostimulants have been reported to stimulate non-specific immune
mechanisms also have additional effects, such as appetite-stimulating effects, increasing
feed intake and live weight. Antibacterial, antifungal, antiviral, antistress properties have
been reported due to phenolic compounds, alkaloids, flavonoids, terpenoids and saponins
they contain.

This presentation aims to review the promising results of studies investigating the effects of
medicinal plants on the immune system and growth of fish and to provide up-to-date

information on medicinal plants, plant extracts, application methods and the mode of action
on the non-specific immune system of fish.

Keywords: Aquaculture, Fish, Growth stimulant, Immunostimulant, Medicinal plants.

348



Anéstrustaki Koyunlarda Letrozoliin Farmakokinetigi ve Gonodotropinler Uzerine Etkisi*
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Bu arastirmanin amaci andstrustaki koyunlarda 1 mg/kg dozda damar ici (IV), kas ici (IM) ve
deri alti (SC) uygulamasini takiben letrozolin farmakokinetigi ve biyoyararlanimini
belirlemektir. Ayrica letrozoliin IV uygulamasi sonrasi FSH ve LH (izerine etkisi belirlendi.
Arastirmada klinik olarak saghkl, andstrus donemde 12 adet Akkaraman koyun kullanildi.
Koyunlar c¢alisma grubu ve kontrol grubu olarak rastgele iki esit gruba ayrildi. Calisma
grubundaki koyunlara, 21 giinliik ilag arinma siresini takiben letrozol IV, IM ve SC uygulandi.
Kontrol grubundaki koyunlarda ise letrozoliin ¢oziicUsinin (%95’lik benzil alkol) FSH ve LH
Uzerine etkisi belirlendi. Plazma letrozol konsatrasyonu vyiiksek performansli sivi
kromotograsi-UV kullanilarak olguldii ve farmakokinetik parametreler nonkompartman
analizle hesaplandi. FSH ve LH dizeyleri ise ELISA’da olglildi. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda letrozol FSH dizeyini artirirken (P<0.05) LH diizeyinde herhangi farklhga
neden olmadi (P>0.05). Ortalama eliminasyon yarilanma émri 1V, IM ve SC uygulama igin
siraslyla 9.93, 37.24, and 41.00 saat idi. IV uygulama ic¢in total klirens ve kararli durum
dagilim hacmi sirasiyla 0.11 L/saat/kg ve 1.51 L/kg idi. IM ve SC uygulama i¢in maksimum
plazma konsantrasyonu sirasiyla 0.11 pg/mL ve 0.14 pg/mL idi. IM ve SC uygulama igin
biyoyararlanim sirasiyla 55.60% ve 75.58% idi. Andstrustaki koyunlarda tek doz letrozol FSH
diizeyini belirgin sekilde artirdi ve ekstravaskiiler uygulamayi takiben uzun eliminasyon
yarilanma omrl gosterdi. Bu nedenle Letrozoliin reprodiktif amagla kullanilabilmesi
amaciyla tek ve tekrarli doz uygulamalarin ovaryum aktivitesi lizerine etkilerini konu alan
daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugu sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Farmakokinetik, FSH, Letrozol, LH, Koyun.

*Bu arastirma Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetimi Koordinatdrliigi
tarafindan desteklendi (Proje No. 18401040).
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Pharmacokinetic And Effect Of Letrozole On Gonadotropins In Anestrous Sheep*
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University, Afyonkarahisar, Turkey
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University, Konya, Turkey

The aim of this study is to determine pharmacokinetic and bioavailability of letrozole following
1mg/kg intravenous (IV), intramuscular (IM), and subcutaneous (SC) administration in anestrous
sheep. Additionally, the effect of intravenous letrozole on FSH and LH level was determined.
Clinically healthy 12 Akkaraman sheep in anestrous was used in the study. Sheep were randomly
divided into two groups as control and exprimental. In experimental group letrozole was
administrated IV, IM and SC following 21 days washout period. As for control group, the effect of
solvent of letrozole (95 % benzyl alcohol on FSH and LH was determined. Plasma concentration
of letrozole was measured with high performance liquid chromatography and pharmacokinetic
parameters was calculated by non-compartmental analysis. FSH and LH levels was detected by
using ELISA. In experimental group letrozole increased the FSH level (p<0,05) whereas it didn’t
effect the LH level (p>0,05) in comparison to control group. The mean elimination half-life was
9.93, 37.24, and 41.00 h for IV, IM, and SC routes, respectively. The total clearance and volume
of distribution at steady state for the IV route were 0.11 L/h/kg and 1.51 L/kg, respectively. For
the IM and SC routes, the peak plasma concentration was 0.11 pg/mL and 0.14 pg/mL,
respectively. The bioavailability was 55.60% and 75.58% for the IM and SC routes, respectively. A
single dose of letrozole significantly increased FSH levels and showed a long elimination half-life
following extravascular administration in anoestrus sheep, it is, therefore, concluded that there
is a need for further studies on the effects of single and repeated dosages of letrozole on ovarian
activity in order to use for reproductive purposes.

Keywords: FSH, Letrozole, LH, Pharmacokinetics, Sheep.

*Acknowledgment: This study was supported by The Coordination Unit of Scientific Research
Projects, University of Selcuk, (Project No. 18401040).

350



Varroa destructor’e Kargi Sentetik Piretroid, Organik Asit ve Esansiyel Yag Asit Etkinliginin

Aragtirilmasi*
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Varroa destructor, ari saghgina dogrudan ve dolayli olarak etki eden ve koloni kayiplarina yol
acan onemli bir ari ektoparazitidir. Bu ektoparazite karsi, kimyasal, biyolojik, genetik ve
hormonal miicadele yéntemleri bulunmaktadir. Bu yontemler igerisinde en etkili olani
kimyasal micadeledir. Fakat kimyasal micadele yontemlerinin ari Grinlerinde kalinti
birakmasi ve akarlarin bu ilaglara direng gelistirmesinden dolayr alternatif ¢ozliimler
aranmaya baslanmigtir. Okzalik asit ile timol kalinti birakmamasi ve Varroa lzerinde yiiksek
etkinlige sahip olmalarindan dolayi en sik kullanilan alternatif yontemlerdir. Bu arastirmada
her grupta (flumethrin, okzalik asit, timol ve kontrol) 9 koloni olacak sekilde toplam 36 adet
kolonide ¢alisildi. Calisma sonuglarinda; ilaglar arasinda ilkbahar ve sonbahar dénemlerine
gbre, glinlere gore, ayni sezon igerisindeki glinlere gore dlsen varroa sayilari arasinda onemli
istatistiki farklilklar tespit edilmistir. Yiizde degisim formiiliine gore ilag etkinlikleri; sonbahar
doneminde flumethrin %85, okzalik asit %80, Timol %87 ve ilkbahar doneminde flumethrin
%75, okzalik asit %68, timol %84 olarak bulunmustur. Bu g¢alismanin sonuglari flumethrin
uzun sireli, okzalik asit ve timol kisa sireli varroa micadelesinde basarili oldugu
gbstermektedir. Timol’lin kullaniminda ise sicaklik faktériinin 6nemli oldugu, kontrolsiz
kullaniminda koloni ¢okmesi gibi istenmeyen etkiler olusturdugu tespit edilmistir. Sonug
olarak arastirmamiz, bu ilaglarin birbirlerinin alternatifi olarak degil koloniye gore birlikte

varroa miicadelesinde kullaniimasi gerekligi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Apis mellifera, Bal arisi, Flumethrin, Okzalik asit, Timol, Varroa

destructor.
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Varroa destructor is an important honey bee ectoparasite which directly and indirectly affects
bee health and leads to colony losses. There are many struggle methods against the ectoparasite
which chemical, biological, genetic and hormonal. The most effective of these methods is
chemical control. However, alternative solutions have triggered to be sought because chemical
control methods lead to residue in bee products and the mites develop resistance to the
chemical. Oxalic acid and thymol are used the most common alternative methods owing to the
not lead to residues and have high effectivity on the varroa. In the present study, four groups
(flumethrin, oxalic acid, thymol, and control) of the 36 colonies were conducted which in each
group 9 colonies. Significant statistical differences were found out according to the number of
varroa falling in the study results which between spring and autumn, among days and in days of
the same season. According to percentage change formula of drug efficacy were found as
flumethrin 85%, oxalic acid 80% and thymol 87% in the autumn and flumethrin 75%, oxalic acid
68% and thymol 84% in the spring. The present study indicates that flumethrin was successfully
in the fight against varroa in the long-term while oxalic acid and thymol were short-term.
Besides, it was determined that the temperature factor was important in the use of thymol and
uncontrolled using effects on undesirable results like as colony collapse. In conclusion, the study
revealed that these preparations should not be used as alternatives to each other and should be

used together according to the colony for the fight against varroa.

Keywords: Apis mellifera, Flumethrin, Honey bee, Oxalic acid, Thymol, Varroa destructor.
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Deneysel Tip 2 Diyabetik Siganlarda Benzimidazol Tiirevi Albendazol ve Lansoprazolun

Farkli Dozlarda Potansiyel Antidiyabetik Aktivitesi

Burak DIK Emre BAHCIVAN Devran COSKUN Kamil UNEY

Selcuk Universitesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Konya, Tiirkiye

Adenozin monofosfatla aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonu, tip 2 diyabette glikoz
metabolizmasini ve insilin duyarliigini dizenlemede etkilidir. Benzimidazol tirevli
kimyasallarin tip 2 diyabet tedavisinde direk AMPK aktivasyonu saglayarak etkili olabilecegi
hipoteze edildi. Bu arastirmanin amaci benzimidazol tlrevi olan albendazol ve lansoprazoliin
farkl konsantrasyonlarinin deneysel tip 2 diyabetik sicanlarda endokrinolojik ve biyokimyasal
parametreler lizerine etkilerini belirlemektir. Bu ¢alismada 46 adet erkek Wistar Albino sican
kullanildi. Hayvanlar saglikli kontrol (0.1 ml / sigan / giin salin, sc, n = 6), diyabet kontrol (0.1
ml / sigan / gln salin, sc, n = 8), diyabet + albendazol (5 mg / kg, po, n = 8), diyabet +
albendazol (10 mg / kg, po, n = 8), diyabet + lansoprazol (15 mg / kg, sc, n = 8) ve diyabet +
lansoprazol (30 mg / kg, sc, n = 8) olarak ayrildi. Sekiz hafta sonra, anestezi altindaki
hayvanlardan kan &rnekleri toplandi ve sonra otenazi edildi. Toplanan kan drneklerinden
biyokimyasal ve endokrinolojik parametreler otoanalizor ve ELISA kitleri aracihgiyla analiz
edildi. Diyabetik siganlarda glukoz, HOMA-IR ve HbAlc dilzeyleri kontrol grubuna goére
artmisti. Glukoz ve HbAlc seviyeleri diisiik doz albendazol tedavisi ile diizelirken, yliksek doz
lansoprazol ve albendazol gruplarinda kismi degisiklikler tespit edildi. Sonug olarak, distik
doz albendazoliin tip 2 diyabet tedavisi icin potansiyel bir ilag olabilecegi ve etkili bir tedavi
stratejisi olugturmak icin benzimidazol halkasina sahip daha spesifik maddelerin gelistirilmesi

faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Albendazol, Benzimidazol, Diyabet, Lansoprazol, Si¢an.
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Drugs in Different Doses in Experimental Type 2 Diabetic Rats
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The activation of adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) is effective in
regulating glucose metabolism and insulin sensitivity in type 2 diabetes (T2D). It was
hypothesized that that AMPK activated benzimidazole-derived chemicals may be effective in
T2D treatments. The aim of this research is to determine the effects of different
concentrations of benzimidazole derivatives albendazole and lansoprazole on endocrinologic
and biochemical parameters in experimental type 2 diabetic rats. In this study, 46 male
Wistar Albino rats were used. Animals were divided as healthy control (0.1 ml / rat / day
saline, s.c, n=6), diabetes control (0.1 ml / rat / day saline, s.c, n=8), diabetes + albendazole
(5 mg / kg, po, n=8), diabetes + albendazole (10 mg / kg, po n=8), diabetes + lansoprazole (15
mg / kg, subcutaneous, n=8) and diabetes + lansoprazole (30 mg / kg, subcutaneous, n=8).
After eight weeks, blood samples were collected from the animals under anesthesia and
then euthanized. Collected blood samples were analyzed by autoanalyzer and ELISA kits for
biochemical and endocrinological parameters. Glucose, HOMA-IR and HbAlc levels
increased and insulin level decreased in diabetic group compared to control group. Glucose
and HbAlc levels were improved by low-dose albendazole treatment while partial changes
were found in the high-dose lansoprazole and albendazole groups. In conclusion, it can be
concluded that low-dose albendazole can a potential drug on T2D treatment and it may be
beneficial to create an effective treatment strategy by developing more specific substances

with benzimidazole ring.

Keywords: Albendazole, Benzimidazole, Diabetes, Lansoprazole, Rat.
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Streptozotosin ile diyabet olusumu indiiklenen ratlarda meydana gelen testis hasari
lizerine Caksir (Ferula L) ekstraktinin iyilestirici etkisi: Histopatolojik ve

immiinohistokimyasal bir inceleme
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Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan sicanlarin testislerinde meydana gelen hasarlara
karsi Caksir (Ferula L) ekstresinin (FE) iyilestirici etkisi histopatolojik ve imminohistokimyasal
olarak incelendi. Toplam 40 saglikli yetiskin Wistar albino erkek sican rastgele bes gruba
ayrildi. Gruplar C (Kontrol), DM (diyabet), DM+AC (diyabet + akarboz 20mg / kg), DM+FE
(diyabet + Ferula ekstrakti) ve Ferula ekstrakti (FE) olarak olusturulmustur. Deneysel diyabet
STZ ile olusturuldu [70 mg / kg, periton ici (i.p.)]. FE ekstresi ve akarboz, 28 giin boyunca oral
yoldan gavaj ile verildi. Deneme sonunda tiim ratlarin nekropsileri yapilarak testis dokulari
alindi. STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda germ hiicrelerinin dejenerasyonu ve tubuluslarin
yapisal bozukluklari gibi histopatolojik degisiklikler yoniinden karsilastirildiginda FE ekstrakti
uygulamasiyla DM+FE grubunda iyilesme gériildii. immiinohistokimyasal incelemede kontrol
grubunun en yiiksek glutatyon peroksidaz 1 (GPx1) immiinoreaktivite seviyesinde, Grup
DM’nin en distik GPx1 imminoreaktivite seviyede oldugu ortaya konuldu. Bununla birlikte
GPx1 immiunoreaktivitesi, Grup DM ile karsilastirildiginda Grup DM+FE de daha yliksekti.
Sonug olarak, FE ekstraktinin uygulamasinin, glcli antioksidan aktivitesine bagl olarak
testislerde meydana gelen hasari 6nledigi histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemler

ile gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Caksir (Ferula L), Diabetes mellitus, immunohistokimya, Testis.
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Ameliorative effect of Ferula L extract against testicular damages of streptozotocin-

induced diabetic rats: A Histopathological and immunohistochemical investigation

Ahmet UYAR! Turan YAMAN?

Hatay Mustafa Kemal University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pathology, Hatay,
Turkey
2Van Yuzuncu Yil University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pathology, Van, Turkey

The ameliorative effect of Ferula L. extract (FE) was investigated using histopathological and
immunohistochemical methods in testes tissues against streptozotocin (STZ)-induced
diabetic rats. A total of forty healthy adult Wistar albino male rats were divided randomly
into five groups. Groups were formed as C (Control), DM (diabetes), DM+AC (diabetes +
acarbose 20mg/kg), DM+FE (diabetes + Ferula exract) and Ferula extract (FE). Experimental
diabetes was induced with STZ [70 mg/kg, intraperitonal (i.p.)]. FE and acarbose were
applied with gastric gavage for 28 day. At the end of experiment the samples of testes
tissues were taken after the necropsy. Compared to degenerative changes such as
degeneration of germ cells and structural disorders of tubuli in STZ-induced diabetic rats,
improvement of DM + FE group was observed with FE extract application.
Immunohistochemical examination revealed that the control group had the highest level of
glutathione peroxidase 1 (GPx1) immunoreactivity, while Group STZ had the lowest level.
However, GPx1 immunoreaction was higher in the Group DM+FE, compared to the Group
DM. In conclusion, our study results showed that FE administration prevented damages in
testes due to antioxidant effect based on the histopathological and immunohistochemical

findings.

Keywords: Diabetes mellitus, Ferula L, Immunohistochemistery, Testes.
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Di-(2-etilheksil) Fitalat (DEHP)’a Maruz Kalan Kedi Uterusunun Kasilma Aktivitesindeki
Degisiklikler

Ruhi KABAKCI! Hasan Ceyhun MACUNZ ibrahim Mert POLAT? Ebru YILDIRIM? Taha Burak
ELIFOGLU?

*Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji ABD, Kirikkale
2Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji ABD, Kirikkale
3Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji ABD, Kirikkale

Di-(2-etilheksil) Fitalat (DEHP), PVC tiiri plastik Griinler, oyuncak, ambalaj malzemeleri,
kozmetik ve ilag sanayi gibi gesitli Urlinlerde plastiklestirici olarak yaygin kullanilmaktadir. Bu
calismada DEHP’in kedilerde uterusun in vitro ortamdaki spontan kasiimalari Gizerine etkisini
arastirmak amaglandi. Yetiskin kedilerden ovariohisterektomi sonrasi alinan uterus
dokularindan hazirlanan 1 cm’lik tubal 6rnekler, 39+1 °C’'de karbojen (%95 O,, %5 CO;) ile
havalandirilan Krebs sollsyonu igerisinde izole organ banyosuna asildi ve 1g 6n gerim
uygulandi. On bes dakikada araliklarla Krebs sollsyonu tazelenen dokularin 1 saatlik
ekilibrasyonunu takiben kontrol i¢in 10 dakikalik spontan kasilma kaydi alindi. Ardindan,
¢bzlicii (DMSO) ve DEHP’in (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM ) spontan kasiimalar lzerine
etkisi frekans ve ortalama amplitiid parametreleri bakimindan degerlendirildi. Ureme
dénemi agisindan vaginal sitoloji ve serum hormon dlzeyine gore siniflandirilan kedilerden
interostrus donemindekilerin uterus kasiimalari (izerine DEHP’in g¢alismada kullanilan
dozlarinin etkisinin olmadig1 gézlendi. Bununla birlikte, DEHP, uterus kasiimalarinin ortalama
amplitidinld  6strus ve didstrus doneminde sirasiyla 1 uM ve 10 pM (zeri
konsantrasyonlarda doza bagh olarak 6nemli oranda artirdi (p<0.05). DEHP’in Gstrus ve
diostrus donemindeki kasilmalarin frekansinda meydana getirdigi azalmalarin ise istatistiksel
olarak anlaml olmadigi belirlendi (p>0.05). Yapilan bu galisma ile DEHP’in uterus kasiimalari
lzerine uyarici bir etkisinin oldugunu ortaya konulmustur. Ancak, diizenli Ostrus siklusu,
sperm ve zigotun tasinmasi, implantasyon ve gebeligin devamhhgi gibi fizyolojik tGreme
stiregleri icin 6nem arz eden uterus kasilmalarinin herhangi bir sebeple dengesinin bozulmasi

beraberinde birgok Gireme problemini de beraberinde getirebilir.

Anahtar Kelimeler: DEHP, Kasilma aktivitesi, Kedi, Uterus, Ureme.
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Alterations in the Contractile Activity of Cat Uterus Exposed to Di (2-ethylhexyl) Phthalate
(DEHP)

Ruhi KABAKCI' Hasan Ceyhun MACUN? ibrahim Mert POLAT? Ebru YILDIRIM? Taha Burak
ELIFOGLU?
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2Kirikkale University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology,
Kirikkale
3Kirikkale University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and Toxicology,
Kirikkale
Di- (2-ethylhexyl) Phthalate (DEHP) is widely used as a plasticizer in various products such as
PVC derived plastics, toys, packaging materials, cosmetics, and pharmaceutical industries.
This study aimed to investigate the effect of DEHP on spontaneous contractions of the
uterus in vitro. Tubal 1 cm-uterine samples prepared from uterine tissues obtained from
adult cats after ovariohysterectomy were suspended in an isolated organ bath in a Krebs
solution aerated with carbo-gen (95% 02, 5% C02) at 39 + 1 ° C and an initial 1 g tension was
given. After 1 h equilibration of tissues b Krebs solution refreshed at intervals of 15 min, the
spontaneous contractions were recorded for 10 min as control. Then, the effect of solvent
(DMSOQ) and DEHP (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM) on spontaneous contractions were
evaluated in terms of frequency and mean amplitude parameters. It was observed that the
doses of DEHP used in the study had no effect on uterine contractions of cats in the period
of interestrus, which were classified according to vaginal cytology and serum hormone level
in terms of the reproductive period. However, DEHP significantly increased the mean
amplitude of uterine contractions during the estrus and diestrus periods at the
concentrations of 1 uM and 10 uM, respectively, depending on the dose (p <0.05).
Decreases in the frequency of the contractions in the oestrus and diestrus period were not
statistically significant (p> 0.05). This study showed that DEHP has a stimulatory effect on
uterine contractions. But disruption of the uterine contractions, which are essential for
physiological reproductive processes such as regular oestrus cycles, sperm and zygote
transport, implantation and continuity of pregnancy, may cause many reproductive

problems.

Keywords: DEHP, Cat, Contractile Activity, Reproduction Uterus.
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Amoksisilin Nanopartikiillerinin Toksisite Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Enes GUNCUM! Tiilay BAKIREL? Ceren ANLAS? Mohammad CHAREHSAZ? Nuran ISIKLAN*
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2istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji AD, Avcilar, istanbul
3Yeditepe Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Toksikoloji AD, Atasehir, istanbul
“Kirikkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya AD, Yahsihan, Kirikkale

Glnumizde; direng gelisimi, yiksek vyan etki potansiyeli, disik biyoyararlanim
antimikrobiyal tedavide basarisizigin temel nedenleri arasinda kabul edilmektedir. Son
yillarda nanoteknoloji alaninda gelismelere paralel sekilde konvansiyonel antimikrobiyel
ilaglarin nano taslyici sistemlere yiiklenmesiyle hazirlanan yeni formilasyonlar ise enfeksiyoz
hastaliklarla miicadelede etkin secenekler olarak gosterilmektedir. Bu kapsamda; ozellikle
polimer bazl tasiyicilara ylklenen antimikrobiyellerin yan etki potansiyellerinde azalmanin
yani sira biyoyararlanim diizeyinde ve farmakodinamik etkisinde artisin sekillendigi cesitli
arastirmalar ile kanitlanmistir. Ancak bu bilesiklerin givenilirlik boyutlarinin yeterince
degerlendirilmemesi rasyonel olarak kullanimini  sinirlandirmaktadir.  Bu ¢alismada;
kanathlarda konvansiyonel forma gore oral biyoyararlanimi yiksek bulunan amoksisilin
nanopartikdllerinin glvenilirlik potansiyelinin incelenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda;
amoksisilin nanopartikillerinin mutajenik veya karsinojen olma potansiyeli in vitro sistemde
incelendi. Bu amagla nanopartikillerin mutajenitesi ilaglarin gelistiriimesinde 6nemli bir
mutajenite testi olarak kabul edilen Ames testi ile degerlendirildi. Ames testi, Salmonella
typhimurium TA98 ve TA100 bakteri suglari kullanilarak gerceklestirildi. Elde edilen bulgulara
gbre metabolik (S9) aktivasyon varliginda ve yoklugunda test edilen tiim konsantrasyonlarin
(0.1, 1, 10 ve 100 pg/plate) geri mutasyona ugrayan TA98 ve TA100 suslarinin sayisinda
anlamh bir artisa yol acmadigi tespit edildi (p > 0.05). Bu sonug, amoksisilin

nanopartikillerinin test edilen suslara mutajenik etkisinin olmadigini ortaya koydu.

Anahtar Kelimeler: Ames testi, Amoksisilin, Genotoksisite, Nanopartikdil.
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Screening The Toxicity Potential of Amoxicillin Nanoparticles
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Nowadays; resistance development, high side-effect potential, low bioavailability are
accepted as the main reasons of failure in antimicrobial therapy. In recent years, parallel
with the developments in the field of nanotechnology, the new formulations prepared with
loading conventional antimicrobial drugs into nano-carrier systems are shown as effective
options to fight against infectious diseases. In this context, it has been proved by various
studies that the decrease in side effect potentials of antimicrobials that loaded in the
polymer-based carriers as well as increase in bioavailability and pharmacodynamic effects of
these drugs. However, the insufficiency of safety aspects of these compounds limits their
rational use. In the present study, it was aimed to investigate the safety potential of
amoxicillin nanoparticles that have higher oral bioavailability compared to the conventional
form in poultry. Within this context, the potential of amoxicillin nanoparticles to be
mutagenic or carcinogenic was investigated in in vitro system. For this purpose, the
mutagenicity of the nanoparticles was evaluated with the Ames test, which is considered to
be an important mutagenicity test in the development of drugs. Ames test was carried out
using Salmonella typhimurium TA98 and TA100 bacterial strains. According to the results, all
concentrations tested (0.1, 1, 10 and 100 pg/plate) did not induce a significant increase (p >
0.05) in the revertant number of TA98 and TA100 strains with or without metabolic
activation (S9). This result revealed that amoxicillin nanoparticles had no mutagenic effect

on the strains tested.

Keywords: Ames test, Amoxicillin, Genotoxicity, Nanoparticle.
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GG4 (GXXXG) Motif Agisindan Fare, Sican, insan ve Sigir Alfa-1A Adrenerijik Reseptorleri

Arasindaki Farkliliklarin Aragtiriimasi

Ayca CAKMAK! Siileyman AYDIN?

Yozgat Bozok Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Yozgat, Turkiye
2Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Eskisehir, Turkiye

Protein yapisinda olan reseptdr, enzim ve iyon kanallarinin etkilerinde, protein-protein
etkilesimi onemlidir. Protein-protein etkilesmesinde GxxxG (GG4) motifinin 6nemli rol
oynadigl gosterilmistir. Hayvan tirleri arasinda reseptorlerin islevlerinde ve ilaglara olan
duyarhhklarinda birgok farklhhklar bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, sigan, sigir, fare ve

insan alfa-1A adrenerjik reseptorlerinin GG4 motif acisindan farkhhklarini aragtirmaktir.

Bu galismada fare, sigan, sigir ve insana ait alfa-1A adrenoseptor yapisina ait bilgiler UniProt
web server kullanilarak elde edilmis, GNU/Linux isletim sistemi (gekirdek 4.4.147) ve

ClustalW programi ile bilgiler islenmistir.

Bu c¢alismada incelenen tirlere ait alfa-1A adrenoseptoérlerin hepsinin yapisinda GG4
motiflerinin var oldugu bulunmustur. Sigir, sican ve insana ait alfa-1A adrenoseptorlerinin
lizerinde dort adet GG4 motifinin var oldugu, ancak farede bulunan reseptérde bir adet fazla
GG4 motifinin bulundugu gorilmustir. Fare alfa-1A adrenoseptor Gzerinde bulunan bu GG4
motifinin GQHRG (Glisin-Glutamin-Histidin-Glisin) yapisinda ve reseptoriin sitoplazmik

kisminda bulundugu saptanmistir.

Adrenerjik reseptorler birgok ilacin etki yoresidir ve sonuglarimiz fare ile insan, sican ve sigir
alfa-1A adrenoseptorleri arasinda GG4 motifi agisindan farklilik bulundugunu gostermistir.
Bu nedenle alfa-1A adrenoseptor ile ilgili deneysel galismalarda sican ya da sigir doku ve

hicrelerinin kullaniimasinin daha giivenilir sonuglar verecegi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa-1A adrenerjik reseptdr, Biyoinformatik, GG4 motif.
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GG4 (GxxxG) motif based differences between bovine, rat, mouse and human alpha-1A

adrenergic receptors

Ayca CAKMAK! Siileyman AYDIN?

Yozgat Bozok University, Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology, Yozgat, Turkey
2Anadolu University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacology, Eskisehir, Turkey

Protein-protein interactions are crucial for the actions of receptors, enzymes and ion
channels which are in protein structure. GxxxG (GG4) motif was shown to play role on the
protein-protein interactions. There are many differences between animal species including
sensitivity to drugs and function of receptors. The aim of this study was to investigate
differences of GG4 motifs between the alpha-1A adrenergic receptors of bovine, rat, mouse

and human.

The protein information and structures of alpha-1A adrenergic receptors were downloaded
from the UniProt ftp servers and further processed using GNU/Linux operating system

(kernel 4.4.147) and ClustalW programme.

Alpha-1A adrenergic receptors of all of the species investigated in this study was found to
possess GG4 motifs. There were four GG4 motifs on the alpha-1A adrenoceptors of bovine,
rat and human but additional one more GG4 motif was found on only mouse alpha-1A
adrenoceptor structure. This additional GG4 motif was GQHRG (Glycine-Glutamine-Histidine-

Arginine-Glycine) which was located on the cytoplasmic part of the receptor.
Since adrenergic receptors are one of the important sites of many drugs, results of the our
study show the presence of GG4 motif based differences between alpha-1A adrenoceptors

of mouse and of human, rat and bovine.

It was concluded that rat and bovine tissues and cells will give much more reliable results on

the alpha-1A adrenoceptor related experimental studies.

Keywords: Alpha-1A adrenergic receptor, Bioinformatics, GG4 motif.
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Japon Bildircinlarinda Danofloksasin ve Marbofloksasinin Kalinti Diizeylerinin Belirlenmesi
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KIRGIZ® Fatih SAKIN' Kamil UNEY*
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Kanathlarda bakteriyel hastaliklarda antibiyotikler yaygin olarak kullanilir. Ancak kullanilan
antibiyotiklerin kalinti diizeylerinin bilinmemesi bu dokular tlketen canlilarda antimikrobiyal
direng gelisimi, gastrointestinal mikroflorada degisiklik, alerji ve toksisite gibi istenmeyen
durumlara yol agabilir. Danofloksasin ve marbofloksasin sadece veteriner sahada kullanimi
onaylanmis florokinolon grubu antibiyotiklerdir. Kanatlilarda Escherichia coli, Pasteurella spp.,
Salmonella spp. ve Mycoplasma kaynakh respiratorik ve enterik enfeksiyonlarda kullanimi
onerilir. Bu arastirmada, japon bildircinlarinda danofloksasin ve marbofloksasinin tekrarlayan
oral uygulamasini takiben doku kalinti diizeylerinin belirlenmesi amaglandi. Arastirmada toplam
108 adet bildircin rastgele iki gruba ayrildi. Birinci gruba danofloksasin ve ikinci gruba
marbofloksasin oral yolla 10 mg/kg/glin dozda 5 giin uygulandi. Her iki grupta ilag uygulama
oncesi (0.saat) ve son ilag uygulamasini takiben 1., 12., 24., 48., 72., 96., 120. ve 144. saatlerde
kan, karaciger, bobrek, kas ve deri+yag dokusu 6rnekleri alindi. Plazma ve doku &rneklerinde
danofloksasin ve marbofloksasin tayini HPLC-UV vasitasiyla gerceklestirildi. Kanathlarda
danofloksasinin maksimum kalinti diizeyi (MRL) Avrupa ilag Ajansi (EMA) tarafindan karaciger,
kas, deri+yag, ve bobrek icin sirasiyla 400 pg/kg, 200 pg/kg, 100 ug/kg ve 400 ng/kg olarak
bildirilmistir. Marbofloksasinin ise kanathlarda MRL, EMA tarafindan belirtiimemesine ragmen
bazi tilkelerde kas, karaciger ve bobrek igin sirasiyla 150 pg/kg, 50 ug/kg ve 50 pug/kg olarak rapor
edilmistir. Bu arastirmada danofloksasin 72. saatte karaciger (340 pg/kg), kas (140 pg/kg),
deri+yag (90 ng/kg) ve bobrek (290 pg/kg) dokularinda MRL'in altinda belirlendi. Marbofloksasin
ise kas (50 ng/kg) dokusunda 72. saatte, karaciger ve bobrek dokularinda (< 40 pg/kg,
hesaplanabilir limit) ise 144. saatte MRL'in altinda tespit edildi. Sonug¢ olarak Japon
bildircinlarinda danofloksasin ve marbofloksasin icin MRL’in altinda bir kalinti dizeyi igin sirasiyla

en az 3 ve 6 glinllk bir kalinti arinma siiresi gerektigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bildircin, Danofloksasin, Kalinti, Marbofloksasin.
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Determination of Danofloxacin and Marbofloxacin Residue Levels in Japanese Quail
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Antibiotics are widely used in bacterial diseases in poultry. However, the lack of knowledge of
the residual levels of the antibiotics used may lead to undesirable conditions such as the
development of antimicrobial resistance, changes in the gastrointestinal microflora, allergies and
toxicity in humans and animals consuming these tissues. Danofloxacin and marbofloxacin are
fluoroquinolone antibiotics approved for veterinary use only. It is recommended for use in
respiratory and enteric infections caused by Escherichia coli, Pasteurella spp., Salmonella spp.
and Mycoplasma in poultry. In this study, it was aimed to determine tissue residual levels
following repeated oral administration of danofloxacin and marbofloxacin in Japanese quails. A
total of 108 quails were randomly divided into two groups. The first group received danofloxacin
and the second group received marbofloxacin orally at a dose of 10 mg/kg/day for 5 days. Blood,
liver, kidney, muscle and skin+fat tissue samples were taken in both groups before drug
administration (control) and after the last drug administration at the 1, 12, 24, 48, 72, 96, 120
and 144 hours. Determination of danofloxacin and marbofloxacin in plasma and tissue samples
was performed by HPLC-UV. The maximum residual level (MRL) of danofloxacin in poultry has
been reported by the European Drug Agency (EMA) to be 400 pg/kg, 200 pg/kg, 100 ug/kg and
400 pg/kg for liver, muscle, skin+fat and kidney, respectively. Although marbofloxacin MRL
values in poultry have not been specified by EMA, some countries has been reported to be 150
ug/kg, 50 pg/kg and 50 pg/kg for muscle, liver and kidney, respectively. In this study,
danofloxacin was detected under MRL in liver (340 pg/kg), muscle (140 pg/kg), skin+fat (90
ug/kg) and kidney (290 pg/kg) tissues at 72 hours. Marbofloxacin in muscle (50 pg/kg) tissue at
72 hours and in liver and kidney tissues (<40 pg/kg, LOQ) at 144 hours were detected under
MRL. In conclucion, it was determined that a residue withdrawal period of at least 3 and 6 days,
respectively is required for a residual level below MRL for danofloxacin and marbofloxacin in

Japanese quails.

Keywords: Danofloxacin, Marbofloxacin, Quail, Residue.
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Acil Servise Gelen Zehirlenme Vakalarinin Degerlendirilmesi

Yavuz Osman Birdane Selen Bliyiikgavusoglu

Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji ABD

2015-2017 yillari arasinda zehirlenme tanisiyla Usak Universitesi Tip Fakiltesi Egitim
Arastirma Hastanesi Acil Servisine basvuran 1027 hastanin; yas, cinsiyet, basvurduklari ay,
mevsim, yerlesim yerleri, zehirlenme tipi, alinan ilag tirl, uygulanan tedavi yéntemleri,
hastanede vyatis sdreleri, antidot kullanip kullaniimadigi gibi demografik 6zellikleri
bakimindan degerlendirildi. Acil servise basvuran hastalarin, 583’l kadin (%56,8), 444’Gniln
(%43,2) erkek oldugu gorilmistir. En sik zehirlenme vakasina 21-30 yas grubunda
rastlanmistir. Zehirlenme vakalari en ¢ok ilkbahar mevsiminde goriilmistir. Mayis ayinda
%10,9, nisan ayinda %9,4 oraninda basvuru olmustur. Vakalarin 673’U il merkezinden
(%65,5), 205’'i koyden (%20) ve 149 hasta da ilgeden (%14,5) basvurmustur. En cok
basvurunun 19.00-24.00 saatleri arasinda oldugu gorilmustilr. Zehirlenmelerin %58.4°0 ilag
kaynakli gériilmustir. Olgularin %40’ kaza, %601 intihardir. Tim intihar olgularinin %61,9'u
kadin ve %38,1'i erkektir. Kliglik ¢ocuklarda ve yaghlarda genel olarak kazara zehirlenme
gorilurken, geng yaslarda 6zellikle intihar amagli ilag alimi goriilmektedir. Zehirlenmelerin
onlenmesi ve tedavisi i¢in toplumlarda bu tarz calismalarin yapilarak her toplumun

epidemiyolojik verilerinin tanimlanmasi 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Acil servis, Tedavi, Zehirlenme.
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Evaluation Of Poisoning Cases in The Emergency Department

Yavuz Osman Birdane Selen Blytik¢avusoglu

Afyon Kocatepe University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and
Toxicology, Afyonkarahisar, Turkey

Between 2015-2017, 1027 patients admitted to Usak University Medical Faculty Training and
Research Hospital Emergency Department with the diagnosis of poisoning were evaluated in
the terms of age, gender, the month they applied, season, place of residence, type of
poisoning, type of medication, treatment methods, duration of hospital stay whether or not
antidots were used. Of the 1027 patients, 583 were female (56.8%) and 444 were were male
(43.2%). The most common cases of poisoning were found in the 21-30 age group. Most
cases of poisoning occured in spring. In May, 10.9% and in April, 9.4% respectively. Of the
1027 cases, 673 were referred from the city center (65.5%), 205 from the village (20%) and
149 from the district (14.5%). Most applications were observed between 19:00-24:00. 58.4%
of poisonings were caused by drugs. 40% of the cases were accidents and 60% were suicides.
61.9% of all suicide cases were female and 38.1% were male. In young children and the
elderly, accidental poisoning is observed, but at young ages, especially suicidal drugs are
seen. In order to prevent and treat intoxication, it is important to define the epidemiological

data of each community by making such studies in societies.

Keywords: Emergency department, Intoxication, Treatment.
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Glifosat-Bazli Herbisite Akut Maruziyet Sonrasi Sicanlarda DNA Hasari,

Oksidan/Antioksidan Denge ve Bazi Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Ruhi TURKMEN? Yavuz Osman BiIRDANE! Orkun ATiK?

Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali,
Afyonkarahisar, Turkiye

Bu ¢alismada, iki oral herbisit glifosat dozunun (1/10 ve 1/2 LD50 glifosatizopropilamin tuzu)
akut maruziyet sonrasi sican kan, beyin, kalp, karaciger, bobrek ve testis dokularinda
oksidan/antioksidan denge, DNA hasari ve bazi biyokimyasal parametreler tizerindeki akut
etkisi degerlendirildi. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozinin (8-OHdG) seviyeleri, 6zellikle herbisitin
daha yliksek dozuna maruz kalan hayvanlarda, kontrollere kiyasla anlamli derecede daha
ylksekti. Malondialdehit (MDA) diizeyleri de kanda ve kalp dokusu disindaki tiim organlarda
ozellikle herbisitin daha ylksek dozuna maruz kalan hayvanlarda kontrol grubundaki
hayvanlara gore daha yiksekti. Bu MDA sonucu ayni yiksek doz gruplarindaki hayvanlarda
oldukca dustk glutatyon (GSH) seviyeleri olarak yansitildi. Kontrol ile karsilastirildiginda,
ANOVA analizi hem eritrositlerde hem de tim organlarda, 6zellikle de daha yuksek herbisit
dozlarina maruz kalan hayvanlarda, stperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6nemli artiglar oldugunu ortaya koydu. Biyokimyasal
analiz sonuglari, herbisite akut maruz kalmanin serum (re, alanin aminotransferaz (ALT),
alkalen fosfataz (ALP) ve albimin seviyelerinde o6nemli bir artisa neden oldugunu
gbstermistir. Bununla birlikte, gruplar arasinda serum kreatinin, aspartat aminotransferaz
(AST), gama-glutamintransferaz (GGT), total protein (Tp) ve kreatin kinaz-MB (CK-MB)
seviyelerinde onemli bir degisiklik olmamistir. Bu sonuglar, glifosat bazli formilasyonlarin
ozellikle yuksek dozlarina maruz kalan siganlarda oksidatif stresi indikleyerek, 8-OHdG
aktivitesinde bir artis ve bazi biyokimyasal parametrelerde degisiklik yaparak toksik

olabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Akut maruziyet, Glifosat, Sigan.
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Evaluation of DNA Damage, Oxidant/Antioxidant Balance and Some Biochemical

Parameters in Rat Following Acute Exposure to Glyphosate-Based Herbicide
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!Afyon Kocatepe University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and
Toxicology, Afyonkarahisar, Turkey

Thepresent study evaluated the acute effect of two oral doses of the herbicide glyphosate
(1/10 and 1/2 LD50 of glyphosate isopropylamine salt) on DNA damage, oxidant/antioxidant
balance and some biochemical parameters in the blood, brain, heart, liver, kidney, and testis
of rat after acute exposure. Levels of 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OHdG) were
significantly greater in exposed animals compared to controls, especially in the animals
exposed to the higher dose of the herbicide. Malondialdehyde (MDA) levels were also higher
in the blood and all organs except for heart tissue than in controls, especially in animals
exposed to a higher dose of herbicides. This result was reflected at significantly lower
glutathione (GSH) levels at the same high dose. Comparing with the control, ANOVA analysis
revealed that there were significant increases in the activities of the antioxidant enzymes
such as superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in both erythrocytes and all organs,
especially in animals exposed to a higher dose of herbicides. The biochemical assays results
showed that acute exposure to herbicide induced a significant increase in serum urea,
alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), and albumin levels. However,
there were no significant changes in serum creatinine, aspartate aminotransferase (AST),
gamma-glutaminetransferase (GGT), total protein (Tp), and creatine kinase-MB(CK-MB)
levels among groups. The present findings demonstrate that glyphosate-based formulations
may be toxic by inducing oxidative stress, by an increase in 8-OHdG activity and by altering

some biochemical parameters, particularly in rats exposed to high doses.

Keywords: Acute exposure, Glyphosate, Rat.
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Trabecular Meshwork Hiicrelerine Kok Hiicre Farkhlastiriimasi

Emine Kiibra BiLIR Xiaochen FAN Stephnie KENNEDY Carl SHERIDAN Rachel OLDERSHAW

Institute of Ageing & Chronic Disease, University of Liverpool

Korneanin arka yizeyi, avaskiler korneaya besin saglayan ve goz kiresinin goz igi basincini
koruyan go6z ici sivisi (aqueous humor) ile yikanir. Aqueous humor igin ana ¢ikis yolu,
kollektor episkleral vendz sisteme kanalize olan trabekiler ag orglisti (TM) hicrelerini,
Schlemm kanalini (SC) iceren 6n kamaradadir. Korligiin 6nde gelen nedenlerinden biri olan
glokom, goz ici sivi artisi ile karakterize edilir. Yasin artmasi ve glokomla birlikte TM
hicrelerinin selularitesinde azalma olusur. TM hicreleri Uzerine hiicre yenileme tedavi
secenekleri, glokom hastalarina tedavisel umut olusturmaktadir. Insan TM hicrelerinden
baslayan primer kiltirler muhtemel yerlesik bir kok hiicre popilasyonu igerir. Bu
farkhilasmamis multipotent progenitor hiicreler, kiiresel kiimeler veya serbest yiizen kireler
seklindedir. Sunulan ¢alisma, bazi yéntem optimizasyonlarinin yani sira bugline kadar elde

edilen sonuglari gosterecektir.

Anahtar Kelimeler: K6k hiicre, Trabecular meshwork hiicreleri.
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Stem Cell Differentiation into Functioning Trabecular Meshwork Cells

Emine Kubra BILIR Xiaochen FAN Stephnie KENNEDY Carl SHERIDAN Rachel OLDERSHAW

Institute of Ageing & Chronic Disease, University of Liverpool

The posterior lining of the cornea is bathed in aqueous humour, which provides nutrients to
the avascular cornea and maintains the intraocular pressure (IOP) of the eyeball. The main
outflow pathway for aqueous humor in the eye is through the angle of the anterior chamber
comprising the trabecular meshwork (TM) cells, Schlemm'’s canal (SC), the collector channels
through to the episcleral venous system. Glaucoma, a leading cause of blindness, is
characterised by an increase I0P. In increasing age and more so in glaucoma, the cellularity
of the TM cells is decreased, and, as a result cell replacement therapies for the TM represent
a potential therapeutic option for restoring TM function and treating glaucoma patients. It is
likely a resident stem/progenitor population exists and primary cultures initiated from
human TM contain relatively undifferentiated or progenitor cells which are capable of
forming spherical clusters or free-floating spheres that contain undifferentiated multipotent
progenitor cells. The study presented will demonstrate some of the method optimisations as

well as results obtained to date.

Keywords: Stem cell, Trabecular meshwork cells.
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Tiirkiye'de Yetistirilen Gokkusagi Alabaliklarindan izole Edilen Chrysobacterium Tiirlerinde

Plazmid Aracili Kinolon Direng Genlerinin Belirlenmesi*
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2Su Uriinleri Hastaliklari Anabilim Dali, Veteriner Fakiiltesi, Bursa Uludag Universitesi, Bursa
3Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Veteriner Fakiiltesi, Erciyes Universitesi, Kayseri

Sucul ortam, hem antibiyotik diren¢ genlerinin dogal bir rezervuari hem de bakteri ve
antimikrobiyal direng genlerinin gevreye yayilmasi agisindan 6neme sahiptir. Plazmid aracil
kinolon direnci (PMQR) insan ve hayvan enfeksiyonlarinin tedavisinde kinolonlarin etkinligini
sinirlayan énemli bir faktdrdir. Bu ¢alismada, Tirkiye'deki gokkusagi alabalig giftliklerinden
izole edilen 70 Chrysobacterium spp. izolatinda PMQR genleri analiz edilmistir.
Chrysobacterium spp. izolatlari 16S rRNA sekans analizi ile identifiye edilmistir. izolatlarin
kinolon duyarliligi oksolinik aside karsi minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) ydntemi
kullanilarak belirlendi ve PMQR genlerinin (gnrA, gnrB, qnrS) varligi ise PCR ile incelenmistir.
Deri renginin koyulagmasi ve egzoftalmus gibi klinik belirtiler gosteren gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen izolatlar C. aquaticum olarak tanimlandi. Yapilan MIK testi ile
izolatlarin %89’unun oksolinik asite duyarhhginin azaldigi belirlenmistir. gnrA geni barindiran
28 (% 40) izolat, gnrS barindirilan 23 izolat (% 32) ve hem gnrA hem de gnrS barindiran 17
izolat (% 24) tespit edilmistir. Hicbir izolatin gnrB geni barindirmadigi tespit edilmistir.
Bulgularimiz, C. aquaticum izolatlarinda ytiksek oranda kinolon direnci (% 89) ve PMQR
genleri bulundugunu gostermistir. Calismamiz PMQR genleri agisindan C. aquaticum'un
potansiyel olarak su ortaminda rezervuar gorevi yapabilecegini ve sudaki diger bakteriyel

tlrler arasinda horizantal gen transferinin olasi oldugunu vurgulamaktadir.
Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal direng, C. aquaticum, Gékkusagi alabalidi, PMQR.

*Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Fonu tarafindan TCD-2018-8586 proje

no ile desteklenmistir.
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Determination of Plasmid-Mediated Quinolone Resistance Genes in Chrysobacterium

Species Isolated from Farmed Rainbow Trout in Turkey*
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3Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes University,
Kayseri, Turkey

The aquatic environment can serve both as a natural reservoir of antibiotic resistance genes
and the spreading of bacteria and antimicrobial resistance genes to environment. Plasmid-
mediated quinolone resistance (PMQR) genes represent an important challenge to the
effectiveness of quinolones in the treatment of human and animal infections. In this study,
70 Chrysobacterium spp. isolates recovered from farmed rainbow trout in Turkey were
analyzed for PMQR genes. Chrysobacterium spp. strains were identified with 16S rRNA
sequence analysis. Quinolone susceptibility among the strains was determined using
minimum inhibitory concentration method against oxolinic acid, and the frequency of PMQR
genes (gnrA, qnrB, gnrS) was investigated by PCR. The isolates recovered from farmed
rainbow trout exhibiting clinical signs such as darkening of skin color, exophthalmia were
identified as C. aquaticum. The rates of reduced susceptibility in phenotypically were
determined for oxolinic acid (89%). Of the 70 isolates, 28 (40%) isolates harbored gnrA, 23
isolates (32%) harbored gnrS and 17 isolates (24%) have both gnrA and gnrS. None of the
isolates harbored gnrB. Our findings showed high rates of quinolone resistance (89%) and
gnr genes, underlining the importance of aquatic environment as reservoirs for the
dissemination of potentially possible C. aquaticum and horizontal gene transfer between

other waterborne bacterial species.

Keywords: Antimicrobial resistance, C. aquaticum, PMQR, Rainbow trout.

*This research was supported by The Research Fund of Erciyes University. Project Number:

TCD-2018-8586.

372



Gokkusagi Alabaliginda (Oncorhynchus Mykiss) Farkli Sogukta Saklama Modellemelerinde

Biyojen Amin Diizeyleri ve Kimyasal Kalite indeksi

Enes ATMACA Aylin PEHLIVAN Yavuz Kiirsad DAS Abdurrahman AKSOY

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi Anabilim
Dali, Samsun, TURKIYE

Bu arastirmada, Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) 0 °C ve lzeri farkl sogukta
saklama modellemelerinin (0 °C'de 14 giin, 2 °C'de 10 giin, 4 °C'de 7 giin ve 6 °C’'de 5 giin)
biyojen amin (metilamin triptamin, putresin, kadaverin, histamin, tiramin, spermidin ve
spermin) diizeyleri Gzerine etkisi arastirildi. Glinllik olarak ekstraksiyonu yapilan érneklerdeki
(n=3) biyojen amin dizeylerinin analizi HPLC-PDA (254 nm) sistemi ile gergeklestirildi.
Analizlerden elde edilen sonuglara gore her bir 6rnege ait biyojen amin indeksi (BAI)
hesaplandi, ayrica giinlik pH olgiimleri gergeklestirildi. Elde edilen sonuglara gore, gékkusagi
alabaligl kas dokusunda biyojen aminlerden triptamin ve histamin hichir 6rnekte tespit
edilmezken; metilamin, pltresin, tiramin, spermidin ve sperminin gruplar ve giinler arasi
dizeylerinde anlamli farkhhiklar bulundu (p<0.01). 0 °C ile diger saklama kosullari arasinda
Olgulen pH degerleri arasinda da anlamh farkhliklar bulundu (p<0.01). Bununla beraber,
kimyasal kalite indeksi ((histamin+pUtresintkadaverin) / (1+spermidin+spermin)) tim
saklama kosullarinda kabul edilebilir degerlerde (1<) tespit edildi. Sonug olarak, gokkusagi
alabaligl kas dokusunda biyojen aminler yoniinden kimyasal kalitenin belirlenmesinde pH
Ol¢imleri ile birlikte metilamin, putresin, tiramin, spermidin ve sperminin indikatoér olarak

kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Biyojenik amin, Gékkusadi alabaligi, Kimyasal kalite indeksi.
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The Biogenic Amine Levels and Chemical Quality Index in Rainbow Trout (Oncorhynchus

Mykiss) at Various Storage Modellings

Enes ATMACA Aylin PEHLIVAN Yavuz Kursad DAS Abdurrahman AKSOY

Department of Veterinary Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Ondokuz
Mayis University, Samsun, TURKEY

In this study, the effects of ice-cold and various storage modellings (at 0 °C, 2 °C, 4 °Cand 6
°C degrees for 14, 10, 7 and 6 days, respectively) on the biogenic amine (methylamine,
tryptamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, spermidine and spermine) levels in
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were investigated. The samples (n=3) were extracted
daily and analyses of the biogenic amine levels were performed by HPLC-PDA (254 nm)
system. Biogenic amine index (BAI) of each sample was calculated according to the results
obtained from the analyses, and daily pH measurements were performed. According to the
results, tryptamine and histamine were not detected in any sample of Rainbow trout muscle,
whereas significant differences were found in the levels of methylamine, putrescine,
tyramine, spermidine and spermine between the groups and between the days (p<0.01).
Significant differences were also found in pH levels between storage at 0 °C and other
refrigeration temperatures (p<0.01). Furthermore, the chemical quality index
((histamine+putrescine+cadaverine)/(1+spermidine+spermine)) was determined to be
acceptable levels (1<) at all storage conditions. As a result, it came to the conclusion that
methylamine, putrescine, tyramine, spermidine and spermine together with pH
measurements can be used as indicators to determine the chemical quality in the sense of

biogenic amines in the rainbow trout.

Keywords: Biogenic amine, Chemical quality index, Rainbow trout.
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Antimikrobiyal Direngle Miicadelede Yiikselen Yildiz: Tek Saglik Yaklagimi

Pinar SAHINTURK! Erdem ARSLAN:

*Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Niliifer, Bursa

Antimikrobiyal direng, insan ve hayvan saghgini ulusal ve kiresel boyutta tehdit eden,
kiresel ekonomiyi olumsuz yonde etkileyen ciddi bir saglik sorunudur. Tedavi ve profilaksi
amaciyla antimikrobiyallerin asiri kullanimi diren¢ gelisimine neden olan faktérlerdendir.
Direngten sorumlu genetik determinantlari bulunduran kanalizasyon kaynaklari, ilag
endustrisi atiklar ve giftliklerden gelen giibreler; antimikrobiyal direng gelisiminde rezervuar
olan hastane ve diger toplu yasam alanlarinin yani sira hayvan ciftlikleri, su Grinleri
yetistiriciligi ortamlari, su, toprak, yaban hayati ve diger bircok ekolojik ortamda direncin
yayginlasmasina neden olur. Halk saghgini tehdit eden antimikrobiyal direcin énlenmesi igin,
antimikrobiyal direng ile ilgili izleme programlarini iceren kiiresel eylem planlarinin
olusturulmasi 6nemli ve gereklidir. Bu kapsamda, Amerika Birlesik Devletleri tarafindan
uluslararasi isbirligi ve kapasiteye sahip; insanlar, hayvanlar ve cevreyi kapsayan “Tek Saglik”
yaklasimi olarak nitelendirilen izleme programlarinin gliclendirilmesi 6nerilmistir. Tek Saghk
yaklagimi, antimikrobiyal direnci kitalar &tesi bir saglik problemi olarak degerlendirerek,
antimikrobiyal direng gelisimi ve yayginlasmasinda rol oynayan faktorlerin kiiresel olarak
analiz edilmesini saglar. Antimikrobiyal direncin 6nlenmesi konusunda kapsamli ve
bitiinlestirici énlemler gelistirmek igin, 2015 yilinda Kiiresel Antimikrobiyal Direng izleme
Programi (Global AMR Surveillance System: GLASS) olarak adlandirilan Tek Saglik yaklasimini
benimseyen eylem plani, Turkiye’nin de dahil oldugu kirk tlke tarafindan kabul edilmistir. Bu
izleme programinin amaci, kiiresel diizeyde yillik raporlamalar yaparak antimikrobiyal direng
gelisimini 6nlemek, kontrol etmek ve izlemek igin Ulkeler tarafindan alinmasi gereken kilit
aksiyonlarin belirlenmesidir. izleme programinin 2016-2017 ve 2017-2018 olmak iizere iki
yillik gikarimlari sonucu belirlenen aksiyonlar; antimikrobiyal ila¢ kullanim kurallarinin
belirlenmesi ve takibi, ilag politikalarinin gelistirilmesi, enfeksiyon kontroliinin saglanmasi,
sanitasyon kurallarina uyulmasi, hayvansal (retim slreclerinin etkin kontroli ve
antimikrobiyallere alternatif olusturacak ¢oziimlerin belirlenmesini icermektedir. izleme
programlarinin olumlu etkilerinin gorilmesi igin, belirlenen aksiyon planlarinin etkin bigimde
ve uzun vyillar kullaniimasi gerekliligine ragmen antimikrobiyal direngle micadelede Tek
Saglik yaklasimini temel alan kiresel programlarin gelistiriimesi; insan ve hayvan sagliginin
korunmasi, ekosistemin devamliligi ve antimikrobiyal direncin neden oldugu ekonomik

kayiplarin 6nlenmesi icin 6nemli bir basamaktir.
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The Rising Star in Combating Antimicrobial Resistance: One Health Approach
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Antimicrobial resistance (AMR) is a complex, multifaceted problem that threatens human
and animal health, the global economy, and national and global security. Antimicrobial use
and overuse are important drivers of the resistance phenomenon; the other main drivers are
factors that promote the spread of resistant bacteria and their genes locally and globally.
Wherever antimicrobials are used, there are reservoirs of resistance, including within
humans and the local environments of hospitals and the community, as well as in animals
and the farm and aquaculture environments, but also in water, soil, wildlife, and many other
ecological niches, due to pollution by sewage, pharmaceutical industry waste, and manure
runoff from farms. Tackling the public health threat posed by antimicrobial resistance
requires global action plan including effective antimicrobial resistance surveillance
programmes. The US National Action Plan proposed the strengthening of a ‘One Health’
national surveillance system (for humans, animals and the environment) with improved
international collaboration and capacity. While the One Health approach to AMR mainly
focuses on drawing attention to interconnectedness between domains— whether sectoral,
disciplinary or countries—it also has allowed for analyses of reasons for the emergence of
AMR, drawing attention to the ways we connect with each other and with nature. In this
scope, the One Health approach is essential for developing comprehensive and integrative
measures to ensure sufficient action on antimicrobial resistance. Fourty countries including
Turkey agreed to have a national action plan on AMR that is consistent with the Global AMR
Surveillance System (GLASS). The purpose of this monitoring exercise is to review and
summarise country progress in implementing key actions to address to prevent, control and
monitor AMR, for reporting annually at global level. Necessary actions include
improvements in antimicrobial use regulation and policy, surveillance, stewardship, infection
control, sanitation, animal husbandry, and alternatives to antimicrobials. Although benefits
of surveillance may take years to realise and are dependent on effective and accepted
interventions, One Health approach to AMR surveillance provides improved human and
animal health outcomes, quantifiable financial efficiencies, society benefits (open trade and

travel), animal welfare, ecosystem health.
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Tiirkiye’de Toksikolojik ve Giivenlikle ilgili Degerlendirmelerde Kullanilan Deney

Hayvanlari Uzerine Bir Arastirma
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2Veteriner Hekimligi Tarihi ve Deontoloji, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Konya, Tiirkiye.

Calismada, Turkiye’de 2009-2018 yillarinda deneysel amagh toksikolojik ve glvenlikle ilgili diger
degerlendirmelerde kullanilan hayvan verilerinin uluslararasi istatistiki raporlarla karsilastirmali
analizi ve etik agidan degerlendirilmesi amaglandi. Calismanin materyalini, konuyla ilgili Hayvan
Deneyleri Merkezi Etik Kurulu Bagkanlig’ndan temin edilen istatistiki veriler olusturdu. Ulusal
mevzuat isiginda toksikolojik ve glivenlikle ilgili diger degerlendirmelerde hayvan kullanimina iliskin
istatistiki veriler, basta Avrupa Birligi tlkeleri ve hayvan kullaniminda st siralarda yer alan Ulkelerin
yillik istatistiki verileriyle karsilagstirmali olarak degerlendirildi. GCalismada, 2009-18 yillari arasinda
toksikolojik ve glvenlikle ilgili yapilan arastirmalar icinde en fazla dis hekimligi, tip ve veteriner
hekimlik i¢cin Griin/madde veya cihazlarin gelistirilmesi (n=185.644; %38.4) ile hayvan tiiketimine
yonelik gida katkisi olarak kullanilan ya da kullanilmasi 6ngoriilen Griin/maddelerin gelistirilmesi
(n=111.893; %23.1) amaciyla deney hayvanlarinin kullanildig belirlendi. Calismada, 2009 ve 2018
yillart karsilastinldiginda, dis hekimligi, tip ve veteriner hekimlik i¢in Griin/madde veya cihazlar
(20.615’den 11.990’a) ve sanayi alaninda kullanilan ya da kullanilmasi 6ngérilen Griin/maddelerin
gelistirilmesi igin toksikolojik testlerde kullanilan hayvan sayisinda (388’den 35’e) 6nemli oranda
azals oldugu; hayvan tlketimine yonelik gida katkisi olarak kullanilan ya da kullanilmasi 6ngoérilen
Griin/maddeler (3.512’den 7.520ye) ve diger toksikolojik ve giivenlige iliskin degerlendirme (337’den
13.900’e) galismalari igin kullanilan hayvan sayilarinda 6nemli oranda artis oldugu tespit edildi. 2009-
2018 yillari arasinda toksikolojik ve giivenlikle ilgili diger degerlendirme calismalarinda uygulanan
testlerde sirasiyla en ¢ok fare (n=79.618; %35.8), balik (n=54.162; %24.3), sigan (n=37.349; %16.8) ve
diger kanatlilarin (n=33.064; %14.9) kullanildigi belirlendi. Uygulanan testlerin en biyik ylzdesi
sirasiyla “diger toksikolojik ve giivenlik degerlendirme” testleri (%74.2) ile akut ve subakut toksisite
testleri (%12.8) oldugu belirlendi. Avrupa Birligi Gye Ulkelerinde, toksikoloji ve glivenlige iliskin diger
degerlendirmeler amaciyla kullanilan hayvanlarin orani 2008 yilinda %8.7 ve 2011 yilinda %8.8 olarak
gosterilirken, bu oran Tirkiye’de 2009 yilinda %4.3, 2011 yilinda %9.8 ve 2018 yilinda %1.9 olarak
belirlendi (2009 2018 yillari arasinda ortalama %6.6). Turkiye’de toksikolojik ve glvenlikle ilgili diger
degerlendirme calismalarinda kullanilan hayvan sayilarinin AB (ye Ulkeleri, ABD ve Kanada gibi
gelismis Ulkelere gore disik miktarda olmasinin hayvan kullanim etigi agisindan pozitif bir yaklagim
olarak degerlendirilebilecegi gibi, bu seviyenin nedenleri arasinda Tirkiye’de genetigi degistirilmis
hayvanlarin bu tlkelerde oldugu gibi biyolojik arastirmalarda yaygin kullanilmamasi, biyomedikal
arastirma faaliyetlerindeki degisiklikler ve yeni teknolojiler ile daha az hayvan temelli arastirmalarin
yapilmasi sayilabilir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel hayvan kullanimi, Istatistiksel raporlar, Toksikoloj ve giivenlik
arastirmalari, Tiirkiye.
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An Inquiry on Experimental Animals Used in Toxicological or Other Safety Evaluations in Turkey
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The present study was aimed to compare experimental animal data used for toxicological or other
safety evaluations in Turkey during 2009-2018 with the corresponding statistical international
reports as well as to evaluate ethical perspectives of the works. The material of the study consisted
of related statistical data obtained from the Central Ethics Committee of Animal Experiments of
Turkey. The annual Turkish data in accord with the legislation for toxicological or other safety
evaluations were comparatively with similar data mainly from European Countries and selected
countries which have been at the top using experimental animals. The experimental animals in
Turkey between 2009 and 2018 were mostly utilized for toxicological or other safety evaluations of
products or devices in the field of human medicine, veterinary medicine and dentistry (n=185.644;
38.4%), and were second mostly utilized for products/substances used or intended to be used mainly
as additives in food for animal consumption (n=111.893; 23.1%). A significant decrease from the year
2009 to 2018 has been observed in the number of animals used for products/substances or devices
(from 20.615 to 11.990) as well as the number of animals used in toxicological tests in developing
products/substances used or intended to be used mainly in industry (from 388 to 35). However, in
the same period the number of animals for products/substances used or intended to be used mainly
as additives in food for animal consumption increased (from 3.512 to 7.520), and similar increases
were also evident for other toxicological or other safety evaluations of products or devices (from 337
to 13.900). The animal species mostly used for toxicological and other safety evaluations researches
in Turkey from 2009 to 2018 were in the order of mice (n=79.618; 35.8%), fish (n=54.162; 24.3%),
rats (n=37.349; 16.8%) and other birds excluding quails (n=33.064; 14.9%). The majority of tests
applied were “other toxicological and safety evaluations” (74.2%) followed by acute and sub-acute
toxicity test (12.8%). The percentage of laboratory animals used for toxicological and other safety
evaluations across the European Countries was 8.7% and 8.8% in 2008 and in 2011, respectively. In
Turkey, however, the percentage of the animals used for the same purpose were 4.3% in 2009, %9.8
in 2011, and %1.9 in 2018 with an average of 6.6% within the years of 2009 to 2018. Compared with
the European countries, Canada and the USA, the numbers of animals used in toxicological and other
safety evaluations in Turkey are much lower, which could reflect a positive approach to animal
ethics. However, the reason for the results could have been due to the fact that genetically modified
experimental animals are not commonly used in Turkey and also the fact that less animals are
utilized because of integrating the new technologies as well as reduced animal numbered-studies
conducted.

Keywords: Experimental animal use, statistical reports, toxicological and safety researches, Turkey.
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Bir Molekiiliin Yolculugu
Arslan E! Sorucu A? Sahintiirk P?

1Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Molekiiler Farmakoloji
Laboratuvari 16059 Nilfer, Bursa
2Mugla Sitki Kocaman Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Mugla

Tum diinyada ilag sanayi bir ilaci pazara sunmadan 6nce ilgili otoritelerden onay ve ruhsat almak
zorundadir. ilag ruhsatlandirma siirecinin amaci ilag uygulamalarinda tiiketici, hayvan, cevre ve
kullanicr glivenligini saglamak ve yeni Griiniin glvenilirlik, etkinlik ve kalite 6zelliklerinin belirlenmisg
kriterlere uygunlugunu denetlemek ve Uriin kullanimda iken bu ozelliklerin takip ve kontroliinu
gerceklestirmektir.

1960’larin  basinda ©zellikle avrupa (Ulkelerinde yasanan talidomid faciasindan sonra ilag
ruhsatlandirma ve takip slreci ciddi anlamda yenilenmistir ve farmakovijilans kavrami ilk kez 1966’da
ruhsatlandirma mevzuatlarinda yerini almistir.

Bu degisiklikler kapsaminda vyeni Grln iceriginde bulunan farmakolojik aktif maddenin
farmakokinetik, farmakodinamik, etki mekanizmasi ve etkinlik ¢alismalarinin herbir hedef tiir ve alt
populasyon (gebe, laktasyon veya gelisme doneminde olan veya predispose irklar) igin ayrintili bir
bicimde sunulmasi istenmektedir. Ayrica aktif maddenin ayrintili toksikolojik profilinin (tek doz,
tekrarlayan doz, tUreme ve gelisim toksikolojisi, genotoksisite, karsinojenite, insan ve hayvan
gastrointestinal florasi tizerindeki etkiler kullanici giivenligi ve cevresel toksikolojik 6zelliklerinin)
valide edilmis methodlar ile iyi Klinik Uygulamalari (GCP) ve iyi Laboratuar Uygulamalari (GLP)
standartlarini saglayan tesislerde galisiimis olmasi gereklidir.

Ozellikle gida degeri olan hayvanlarda kullanilan Veteriner Tibbi Uriinler icin ayrintili kalinti
karakterizasyonu yapilmasi gerekmektedir. Kalinti ¢alismalari kasaminda kalintilarin fiziko-kimyasal
ve mikrobiyolojik 6zellikleri, analiz methodlari, farmakokinetik ve farmakodinamik karakterleri
metabolizasyon, atilim ve arinma sireleri gibi Ozelliklere ek olarak kalintilarin gida Uretiminde
kullanilan mikroorganizmalar ve mikrofloralar (izerindeki etkileri gibi toksikolojik karakterlerinin
ortaya konmasi gerekmektedir.

Farmakolojik etken madde ile ilgili testlerin ardindan Gretim metodu ve hammadde ile ilgili olan
impurite, Uretim metodu, stabilite, stress, yardimci ve Uriin ile temas halinde olan primer paket
materyallerinin istenen kriterlere uygunlugunu gosteren test sonuglarinin sunulmasi gereklidir. Tim
bu asamalardan sonra pazara sunulan Grinln periyodik olarak kontroli hem saglik otoritelerinin
denetlemeleri hem de {riin sahibi tarafindan sunulan Periyodik Glvenlik Glincelleme Raporlarinin
kontrolu ile saglanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Farmakovijilans, Ruhsatlandirma prosediirii, Veteriner tibbi (iriin mevzuati.
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The Journey of a Molecule
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tUludag University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology Molecular
Pharmacology Laboratory 16059 Nilifer, Bursa
2Mugla Sitki Kocaman University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
Mugla

Globally the pharmaceutical industry must obtain marketing authorization from the
relevant authorities before presenting a drug on the market. The aim of this marketing
authorization process is to ensure the safety of consumers, animals, environment and users in
pharmaceutical applications and to control the reliability, efficiency and quality of the new
product in compliance with the specified criteria and to monitor and control these features
while the product is in use. After the thalidomide disaster in European countries in the early
1960s, the process of marketing authorization and follow-up procedures was dramatically renewed,
and the concept of pharmacovigilance was first introduced in 1966 in regulatory legislation.

Within the scope of these changes; pharmacokinetic, pharmacodynamic, mechanism of action
and efficacy studies of the active substance of the new product must be presented extensively for
each target species and subpopulations (pregnant, lactating or developmental or predisposing
races). In addition, detailed toxicological profile of the active substance (single dose,
repetitive dose, reproductive and developmental toxicology, genotoxicity, carcinogenicity,
effects on human and animal gastrointestinal flora, user safety and environmental toxicological
properties) is required to be studied with validated methods; in facilities that provide standards of
Good Clinical Practice (GCP) and Good Laboratory Practice (GLP).

Detailed residue characterization is required for veterinary medicinal products used in
food producing animals. In addition, overall physical, chemical and microbiological properties,
analysis methods, pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics and toxicological
characteristics of the residues on the microorganisms used in food production and different
microflorae should be demonstrated extensively.

Following the tests on the pharmacological active substance, it is necessary to present the
test results of the production methods, raw materials, impurities, stability and stress tests,
excipients and primary packaging materials in contact with the product are within the required
criteria. After all these stages, periodic control of the product should be ensured by both the
health authorities' inspections and the Periodic Safety Update Reports submitted by the sponsor.

Keywords: Marketing authorization procedure, Pharmacovigilance, Veterinary medicinal product
legislation.
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Assessment of Marbofloxacin Pharmacokinetics and Tissue Depletion Profiles in
Bilgorajska Geese

I. Sartini® B. tebkowska-Wieruszewska? A. Lisowski? A. Poapolathep® H. Owen* M. Giorgi®

!University of Sassari, Sassari, Italy
2University of Life Sciences, Lublin, Poland
3Kasetsart University, Bangkok, Thailand
“University of Queensland, Brisbane, Australia
University of Pisa, Pisa, Italy

Marbofloxacin (MRB) is a veterinary antibacterial drug used off label in the goose industry to
control bacterial infections. Goose breeding is still considered a niche production in several
European countries, but in many regions of globe their breed and production are wide. The
aim of this study was two-fold: I) to provide the pharmacokinetics and tissue depletion of 2
mg/kg MRB in geese after intravenous (IV) and oral (PO) administrations; Il) to compare the
effective daily dosage extrapolated from the experimental data with that calculated by
allometric scaling. Ten clinically normal females of Bilgorajska Geese underwent a 3-phase
parallel study with 3-week washout period. Each phase corresponded to different routes of
administration of MRB: IV, PO for plasma collections and PO for tissue (liver, kidney, lung,
muscle, heart) collections. Samples of plasma and organ extracts were analysed in HPLC-FL
for MRB quantification following a validate analytical method. The MRB plasma
concentrations were quantifiable up to 24 h after IV and PO administrations. The oral
bioavailability was low (27%) and the PO formulation might not be recommended for
treatment of bacteria in geese. The maintenance doses calculated with predicted data are
59% (IV) and 57% (PO) of the doses calculated with observed data. MRB concentrations were
quantifiable in all organs tested. They decreased constantly up to 48 h and were higher in
the kidney. The preliminary withdrawal times found in this study matched with those

reported in chickens (2 days for liver and kidney).

Keywords: Antibacterial; In vivo; Observed clearance; Pharmacokinetics, Predicted clearance.
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P01

Rekombinant DNA Teknolojisi ile Asi Uretimi*

Biisra MALAS?, Hiisamettin EKiCI?

IKirikkale Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, KIRIKKALE
2Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, KIRIKKALE

*Ayni bashkli tezli yiiksek lisans seminerinden 6zetlenmistir.

Hastaliklarin eradikasyonunda ve kontrollinde asilama calismalari en etkili yéntemlerden
birisidir. Klasik asilarin dezavantajlarini ortadan kaldirabilmek ve daha giivenilir, ucuz, etkili
agsilar Uretebilmek adina rekombinant DNA teknolojisi Snemli bir strateji olmustur. Gerek insan
hekimligi gerekse veteriner hekimlik alanlarinda rekombinant DNA teknolojisi ile Gretilen asilar
genis bir yer tutmaya baslamistir. Bu derlemede rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak

lretilen ve lretime aday asi ¢alismalarina yer verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asi, DNA, rekombinant Asi, rekombinant DNA teknolojisi.
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Vaccine Production with Recombinant DNA Technology

Biisra MALAS?, Hiisamettin EKiCI?

'Kirikkale University, Institute of Health Sciences, KIRIKKALE
2ZKirikkale University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
KIRIKKALE

Vaccination studies are one of the most effective methods in eradication and control of
diseases. Recombinant DNA technology has become an important strategy to eliminate the
disadvantages of conventional vaccines and to produce more reliable, inexpensive, effective
vaccines. Vaccines produced with recombinant DNA technology have started to occupy a wide
place in the fields of human medicine and veterinary medicine. In this review, vaccine studies
which are produced by using recombinant DNA technology and are candidate for production

are given.

Keywords: DNA, recombinant vaccine, recombinant DNA techonology, vaccine.

386



P02

Olgu Sunumu: Sincap Maymunu(Saimiri sciureus) Akut Fipronil Toksikasyonu

Onur DEMIR?, Ozgen OZDEMIR, Asiye TOY KOCAK?, Zeynel ARSLAN?, Sedat SEVIN?

pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii, ISTANBUL
2 Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, ANKARA

Bir hayvanat bahgesinde barindirilan Sincap Maymunu (Saimiri sciureus) tlrii on Ug primatin
yasam alaninda hasere miicadelesi amagl % 0.05 fipronil etkin maddesi iceren jel formunda
biyosidal triin kullanilmistir. Uygulanmanin ardindan (¢ primatta ani 6lim sekillenmis ve bir
primatta depresyon, innapatens, letarji ve canh agirlik kaybi ile seyreden klinik belirtilerin
azalarak kayboldugu ve iyilesmenin gerceklestigi bildirilmistir. Oliim sebebinin arastiriimasi
icin 6len primatlardan bir tanesinin kadavrasi ile Kurumumuza basvurulmustur. Kadavrada
yapilan nekropsi ve akabinde alinan doku numunelerinde rutin bakteriyolojik, histopatolojik,
toksikolojik analizler sonucu patojen etken, patognomik bulgu ve pestisite rastlanilmamistir.
Fipronil toksikasyonu biyomarkerlari olarak bilinen fipronil ve fipronil siilfon maddelerinin
varligr arastirilmasi i¢in alinan dokulara ekstraksiyon islemleri uygulanmis ve UHPLC Q-
Orbitrap Kiitle Spektrometresi ile fipronil ve fipronil siilfon sirasiyla deri dokusunda 27,1 -3,5
ug / kg ve beyin dokusunda 13,8 — 47,02 ug / kg dizeyinde tespit edilmistir. Anamnez,
nekropsi, mikrobiyoloji ve histopatoloji bulgulari isiginda, doku fipronil - fipronil stlfon varhigi
degerlendirildiginde tiire 6zgli etkin madde hassasiyeti olabilecegi disiniilerek akut fipronil
toksikasyonu sonucu 6lim sekillendigi kanaatine varilmistir. Bu olgu sunumu ile Sincap
Maymunu (Saimiri sciureus) tiirl bir primatta gerceklesen toksikasyondan yola gikilarak; ilag,
ilag metabolitleri ve degradasyon driinlerinin gevresel dongiilerinin ekosistem Uzerindeki
etkilerine dikkat ¢cekmek, fipronilin primatlarda etiket disi kullanimi igin farmakovijilans verisi
saglamak, fipronil toksikasyonu biyomarkerlarinin tespiti icin gelistirilen analitik metot ile

literatire katki saglanmasi adina paylagim yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyosidal, farmakovijilans, fipronil, primat, toksikasyon.
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Case Report: Squirrel Monkey’s (Saimiri sciureus) Acute Fipronil Toxication

Onur DEMIR?, Ozgen OZDEMIR, Asiye TOY KOCAK?, Zeynel ARSLAN?, Sedat SEViN?

!Pendik Veterinary Control Institute, ISTANBUL
2 Ankara University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
ANKARA

The biocidal product in the form of gel containing 0.05% Fipronil active substance was used
for pest control in the habitats of thirteen primates of the Squirrel Monkey (Saimiri sciureus)
in a zoo. After the application, sudden death had been formed in three primates. In one
primate have been, depression, innapatens, lethargy and loss of body weight but then it's
clinical signs decrease and recovery has been reported. In order to investigate cause of death
one of the primate cadaver's was referred with to our institution. There were no pathogenic
agents, pathognomic findings and pesticides as a result of routine bacteriological,
histopathological and toxicological analyzes in cadaver necropsy and subsequent tissue
samples. Fipronil intoxication biomarkers known as fipronil and fipronil sulfone susbtances,
applied extraction processes to tissue taken to investigate the presence and the UHPLC Q-
Orbitrap Mass Spectrometer with fipronil and fipronil sulfone, respectively cutaneous tissue
27,1-3,5 pg/ kg brain tissue for 13,8 — 47,02 ug / kg level detection It was. In the light of the
anamnesis, necropsy, microbiology and histopathology findings, when the presence of tissue
fipronil - fipronyl sulfone was evaluated, it was thought that death could be formed as a result
of acute fipronil toxicity due to species specific active substance susceptibility. In this case
report, we have started with the toxicity of a Squirrel Monkey (Saimiri sciureus) primate. In
order to draw attention to the effects of environmental cycles of drugs, drug metabolites and
degradation products on ecosystem, to provide pharmacovigilance data for extra label use of
fipronil in primates, to contribute to the literature with analytical method developed for the

detection of fipronil toxicity biomarkers.

Keywords: Biocidal, fipronil, pharmacovigilance, primate, toxication.
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Kanath isletmelerinde Ektoparazit Enfestasyonlari ve Miicadele Programlari

Yavuz ALTUN, Ender YARSAN

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, ANKARA

Ticari kanatli hayvan Gretimi, artan Dinya nUfusunun ihtiyaglarini karsilamak igin uluslararasi
Olgekte hizla gelismekte ve Tirkiye'de bu gelismelere en kisa siirede uyum gostermektedir.
Boylesine genis olgekli isletmelerde 6zellikle ektoparazitler dogrudan veya vektor olarak gok
buyik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu kayiplari énlemenin en rasyonel yolu ise
biyogiivenlik talimatlarina eksiksiz uyulmasi ve bunla birlikte etkili ve glincel dezenfeksiyon
programlarinin uygulanmasidir.

Kanatli hayvan isletmelerinde pest kontrol yontemleri l¢ kategoriye ayrilabilir: Kaltirel,
biyolojik ve kimyasal. Kiiltirel yontemler micadele programlarinin temelini olusturur.
Biyogiivenlik, atik yonetimi, ekipman yonetimi ve barinak yonetimi (6ncelikle nem ve hava
akimi kontrolii) seklinde degerlendirilebilir. Biyolojik kontrolde iki temel yaklagim vardir: zaten
mevcut olan dogal diisman poplilasyonlarinin tesvik edilmesi veya periyodik uygulamalar ile
bunlarin artirilmasi. Kanath hayvan yetistiriciliginde hasere, pest ve kemirgen zararllarinin
kontrolii igin kimyasallarin kullanimi, alternatif uygulamalarin olmamasi durumunda tercih
edilir ve siklikla yapilan uygulamalardir. Barinak/kiimes, giibre, ¢6p ve kuslara yonelik yaygin
olarak kullanilan pestisitler/bdcek oldiriciler sunlardir: karbaril, tetraklorvinfos, diklorvos,
sifulutrin, fenvalerat, lambda-sihalothrin, klorpirifos ve ciromazin. Metomil yaygin olarak
sineklerle micadelede kullanilir. Hastalik kontroli igin dezenfektanlarin kullanimi da sdrtiler
icin standart bir uygulamadir. Pestisitlerin ve dezenfektanlarin kombine sekilde kullanimi ¢cogu

zaman uygulama kolayhgi saglamasi igin ve is¢ilik maliyetlerini azaltmak igin tercih edilir.

Anahtar kelimeler: Ektoparazit, enfestasyon, kanatl, kiimes, miicadele.
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Ectoparasite Infestations and Control Programs In Poultry Companies

Yavuz ALTUN, Ender YARSAN

Ankara University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
ANKARA

Commercial poultry production is rapidly growing on an international scale to meet the needs
of the growing world population and Turkey are in agreement as soon as possible to these
developments. In such large-scale enterprises, especially ectoparasites cause enormous
economic losses, either directly or as vectors. The most rational way to prevent these losses
is to follow the biosafety instructions in full and to implement effective and up-to-date
disinfection programs.

Methods for controlling pests in poultry production may be categorized into three categories:
Cultural, biological, and chemical. Cultural methods are basic to any control program. Included
are biosecurity, waste management, equipment management, and housing management
(primarily control of moisture and airflow). There are two basic approaches to biological
control: the encouragement of the populations of natural enemies already present or
augmentation through periodic releases. Applications of chemicals for control of arthropod
and rodent pests in poultry production systems is common and often necessary in the absence
of alternatives. Insecticides commonly used for applications to the structure, manure, litter
and birds (depending on label registrations) are carbaryl, tetrachlorvinphos, dichlorvos,
cyfluthrin, fenvalerate, lambda-cyhalothrin, chlorpyrifos, and cyromazine. Methomyl is
commonly used in fly baits. Use of disinfectants for disease control is a standard procedure
between flocks. Mixing insecticides and disinfectants in one application is often done for

convenience and to reduce labour costs.

Keywords: Control, ectoparasite, infestation, poultry, poultry house.
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Asetilkolinin Glioblastoma Hiicrelerinde Hiicre Canliligina Etkisi

Yeliz KAYA, Gorkem KISMALI, Soner CENGIZ, Tevhide SEL

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, ANKARA

Asetilkolin, kolin ve asetilkoenzim A’dan sentezlenmektedir ve sinapslarda norotransmitter
olarak gorev alir. Bunun disinda 6nemli bir fonksiyonu da embriyonal ddnemde morfogenezde
rol oynamasidir. Asetilkolin inaktivasyonu kolinesterazlarca saglanmaktadir. Bazi kanser
tlrlerinde embriyonal kolinerjik sistemin aktive oldugu ve anormal hiicre ¢ogalmasinin bir
gostergesi oldugu bildirilmistir. Cogu kanser tirlerindeki yiiksek kolinesteraz aktivitesi timor
hiicrelerinin  diferensiyasyonuna baglanmistir. Bu g¢alismada asetilkolinin glioblastoma
hiicrelerinde canliliga etkisi arastiriimistir. Glioblastoma hiicre canliligi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) tahlili ile degerlendirilmistir. F98 glioblastoma hiicre
hatti 100 ul DMEM ortami iginde 96 kuyucuklu plakalarda kuyucuk basina 50.000 hiicre/ml
yogunlugunda ekilmistir. Hiicreler asetilkolin klorid ile muamele edilmistir (0.1, 1, 10, 100 ve
200 uM) ve 24, 48 ve 72 saatlik inkubasyona birakilmistir. 24 saatlik inkubasyondan sonra ACh,
glioblastoma hiicre bilylmesini doza bagh olarak inhibe etmektedir. 24 saatte gorilen
antiproliferatif etki 48 ve 72. saatlerde gbézlenmemistir. 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlardan
sonra, disik ACh konsantrasyonlarinda F98 hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu
azaltmaktadir. Ancak yiiksek ACh konsantrasyonlari, F98 hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu
arttirmaktadir. Bu sonuglar, asetilkolinin, glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
edebilecegini dustindliirmektedir. Bununla birlikte, s6z konusu yollari belirlemek i¢in daha fazla

calisma gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolin, glioblastoma, hiicre canliligi
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The effects of Acetylcolin on the Cell Viability in Glioblastoma Cells

Yeliz KAYA, Gorkem KISMALI, Soner CENGIZ, Tevhide SEL

Ankara University Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, ANKARA

Acetylcolin (ACh) is synthesized from colin and acetylcoA, serves as a neurotransmitter in
synaps and also has an important function in morphogenesis in embryonic period.
Acetylcholine inactivation in the synapses are provided by cholinesterases. It has been
reported that the embryonal cholinergic system is activated in some types of cancer and is an
indicator of abnormal cell proliferation. The high cholinesterase activity in many cancer types
has been linked to the differentiation of tumor cells. In this study, the effect of acetylcolin on
the cell viability in glioblastoma cells were investigated. Glioblastoma cell viability was
assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. F-98
glioblastoma cell line was seeded at a density of 50.000 cell/ml per well in 96 well plates in
100 pL medium DMEM. The cells were treated with acetylcolin chloride (0.1, 1, 10, 100, 200
UM) and incubated for 24, 48 and 72 hours. After 24h incubation, ACh inhibits glioblastoma
cell growth in a dose dependent manner. The antiproliferative effect seen at 24 h was not
observed at 48 and 72 h. After 48 and 72 h incubations, at low concentrations of ACh decrease
cell proliferation of F98 cells. But high concentrations of Ach increase cell proliferation of F98
cells. These results suggest that acetylcolin can inhibit the proliferation of glioblastoma cells.

However, further study is necessary to identify the pathways involved.

Keywords: Acetylcolin, cell viability, glioblastoma.
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L-Karnitin ve Magnezyumun Deneysel Diyabet Olusturulan Ratlarin Dokularinda Oksidatif

Stres ile Sitokinler Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Meryem SENTURK?, Meryem EREN?, Zeynep SOYER SARICA?

*Erciyes Universitesi Veteriner Fakdltesi, Biyokimya Anabilim Dali, KAYSERI

2Erciyes Universitesi, Tip Fakiltesi, Hakan Cetinsaya Deneysel Ve Klinik Arastirma Merkezi, KAYSERI

Bu ¢alismada, deneysel diyabet olusturulmus ratlarda L-karnitin ve magnezyumun (Mg) doku
malondialdehit (MDA), 8-OHdG ve sitokin (TNFa, IL-6) dizeyleri (izerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Seksen adet Wistar albino erkek rattan elde edilen karaciger
ve bobrek dokulari kullanilmistir. Hayvanlar, her biri 10’ar adetten olusan 8 ¢alisma grubuna
ayrilmistir: 1. grup kontrol olarak; 2. grup 50 mg/kg (canh agirlik) i.p. olarak STZ verilen; 3. grup
125 mg/kg (canh agirlik)/giin MgS0a seklinde Mg verilen; 4. grup 300 mg/kg (canli agirlik)/giin
L-karnitin verilen; 5. grup; 125 mg/kg (canli agirlik)/gtin Mg + 300 mg/kg (canli agirlik)/giin L-
karnitin verilen; 6. grup 50 mg/kg i.p. olarak STZ + 125 mg/kg (canli agirlik)/giin Mg verilen; 7.
grup 50 mg/kgi.p. olarak STZ + 300 mg/kg (canh agirlik)/giin Lkarnitin verilen; 8. grup 50 mg/kg
i.p. olarak STZ + 125 mg/kg (canli agirlik)/giin Mg + 300 mg/kg (canh agirlik)/glin L-karnitin dort
hafta verilmistir. Karaciger ve bobrek MDA, 8- OHdG, TNF-a ve IL-6 diizeyleri yénliinden kontrol
grubu ile Mg, karnitin ve Mg+karnitin gruplari arasinda istatistiki 6nemde bir fark
belirlenmemistir. En yliksek MDA, 8-OHdG, TNF-a ve IL-6 diizeyleri sadece diyabet olusturulan
grupta saptanmistir. Diyabetli hayvanlara hem Mg'un hem de karnitin’in ayri ayri veya
kombine verilmesi ile diyabete bagl artan lipid peroksidasyonu, DNA harabiyeti ve sitokin
diizeyleri istatistiki 6Gnemde azalma gostermistir. Sonug olarak Mg ve karnitinin, 6zellikle

kombine sekilde, antidiyabetik etkilere sahip olabilecegi kanaatine variimistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, L-karnitin, magnezyum, oksidatif stres, sitokinler
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In this study evaluated the effects of L-carnitine and magnesium (Mg) on tissue
malondialdehide (MDA), 8-OHdG and cytokines (TNFa, IL-6) levels in experimental diabetes in
rats. Eighty Wistar albino rats were divided into eight groups of ten. The groups received the
following treatment: group 1: control group; 2 ml distilled water (by gavage), group 2: 50
mg/kg (b.w.) i.p. STZ, group 3: 125 mg/kg (b.w.) Mg, group 4: 300 mg/kg (b.w.) L-carnitine,
group 5: 125 mg/kg (b.w.) Mg +300 mg/kg (b.w.) L-carnitine, group 6: 50 mg/kg (b.w.) STZ
+125 mg/kg (b.w.) Mg, group 7: 50 mg/kg (b.w.) STZ +300 mg/kg (b.w.) L-carnitine and group
8: 50 mg/kg (b.w.) STZ +125 mg/kg (b.w.) Mg+300 mg/kg (b.w.) L-carnitine was administered
for four weeks. There was no statistically significant difference between control group and
Mg, carnitine and Mg + carnitine groups in terms of liver and kidney MDA, 8- OHdG, TNF-a
and IL-6 levels. The highest levels of MDA, 8-OHdG, TNF-a and IL-6 were detected only in the
diabetic group. Increased lipid peroxidation, DNA damage and cytokine levels due to diabetes,
both individually or in combination with both Mg and carnitine, were significantly reduced in
diabetic animals. As a result, it has been concluded that Mg and Lcarnitine may have

antidiabetic effects, especially in combination.
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Makrosiklik lakton gurubu antiparaziter ilaglar (abamektin, doramektin, eprinomektin,
ivermektin ve moksidektin) dustik dozlarda i¢ ve dis parazitlere etkili olmalari, genis sagaltim
endeksleri ve uzun sireli etkileri nedeniyle hayvanlarda paraziter enfeksiyonlarin tedavisinde
en yaygin kullanilan ilaglardir. Bu bilesikler ylksek lipofilik 6zellikleri nedeniyle hayvan
viicudunda uzun slre kalarak st gibi hayvansal Uriinlerde laktasyon déneminde yiiksek
yogunluklara ulasmaktadir. Bu arastirmanin amaci, makrosiklik laktonlarin sitteki ¢oklu
kalintilarinin belirlenmesi igin HPLC kullanilarak hizli, kolay ve duyarli bir kromatografik analiz
yontemi gelistirmektir. 1 gr siit 15 ml kapakh plastik tiiplere (6 adet) konularak yogunluklari 0,
0,5, 1, 5, 10 ve 50 ppb olacak sekilde 50 pl, ivermektin, doramektin, abamektin, moksidektin
ve eprinomektin iceren analitik standart karisimi ilave edilerek ¢oklu kalinti olusturuldu.
Sonrasinda her tlipe 2 ml ACN ilave edilerek 1 dak. vortekslendi ve proteinlerin ¢dkmesi igin
5000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Ustteki sivi kisim alinarak her birine 0,4 gr anhidroz sodyum
silfat ve 0,2 gr sodyum klorir eklenerek 1 dak. vortekslendi ve 5000 rpm’de 5 dak. santrifiij
edildi. Ust kisimda olusan organik faz vakum yogunlastiricida ucuruldu. Sonrasinda tiiplere 0,1
ml ACN eklenerek 15 saniye vortekslendi. Tirevlendirmek amaci ile Uzerine 0,1 ml N-
metilmidazol eklenerek 15 saniye vortekslendi. Sonrasinda lzerine 0,15 ml trifloroasetik asit
anhidrit ve 0,05 ml glasial asetik asit konulup karistirildiktan sonra 60°C’lik etiivde 20 dak.
bekletildi. Sogutmay! takiben 50 pl analizigin HPLC'ye uygulandi. HPLC analizlerinde C18 kolon,
mobil faz olarak asetonitril-metanol-H,0 (59:39:2), akis hizi 1 ml/dak. (izokratik), kolon isisi
60°C’de fliioresans detektdr kullanilarak analiz 12 dak. tamamlandi. Analiz tespit limitleri,
0,05-0,07 ppb, belirleme limitleri de 0,15-0,21 ppb arasinda belirlendi. Analizi yapilan tim
ilaglar icin geri alim oranlar %78-104, giin ici ve ginler arasi tekrarlanabilirlik varyasyon
katsayilari da %1,05-8,16 arasinda hesaplandi. Gelistirilen ve gegerli kilinan bu yontem hizli,
ucuz ve duyarli olup stitte makrosiklik lakton grubu antihelmintiklerin ¢oklu kalinti analizi igin

kullanilabilir niteliktedir.
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Macrocyclic lactones (abamectin, doramectin, eprinomectin, ivermectin and moxidectin) are
the most commonly used for the treatment of parasitic infections in animals because of their
low mammalian toxicity and higher efficacy against internal and external parasites at low dose
levels. Furthermore, due to their high lipophilic properties, these compounds remain in the
animal body for a long time and reach high levels during lactation in animal products such as
milk. The aim of this study was to develop a fast, easy and sensitive chromatographic method
using an HPLC for the determination of multiple residues of macrocyclic lactones in milk. 1 g
milk was added in 15 ml plastic tubes (6 tubes) and spiked with 50 pl standard mixture of
abamectin, doramectin, eprinomectin, ivermectin and moxidectin to reach the following final
concentrations: 0, 0,5, 1, 5, 10, 50 ppb. Subsequently, 2 ml ACN was added, vortexed for 1
min. and centrifuged at 5000 rpm for 5 min. The supernatant was transferred to another tube.
0,4 g of anhydrous sodium sulphate and 0,2 g of sodium chloride were added and vortexed
for 1 min and then centrifuged at 5000 rpm for 5 min. The upper organic phase was transferred
to a glass tube and evaporated in a vacuum concentrator. Then, 0,1 ml ACN was added to the
tubes and vortexed for 15 sec. 0,1 ml N-methylimidazole was added and vortexed 15 sec. Then
0,15 ml trifluoracetic acid and 0,05 ml glacial acetic acid were added and vortexed for
derivatization. The mixture was incubated at 60°C in an oven for 20 min. After cooling, 50 pl
was injected into the HPLC system. The mobile phase was a mixture of acetonitrile-methanol-
H20 (59:39:2) and pumped through the C18 column at 1 ml/min flow rate. The samples were
processed on a computerized HPLC system comprising a fluorescence detector. The limits of
detection were 0,5-2,0 ppm and limits of quantification were 1,5-6,0 ppm. The limits of
detections were 0,05-0,07 ppm and the limits of quantifications were 0,15-0,21 ppm. The
recovery rates for all molecules were 78-104% and intra-day and inter-day laboratory
reproducibility coefficients were calculated between 1,05-8,16%. This developed and
validated method is fast, cheap and sensitive and can be used for multiple residue analysis of

macrocyclic lactones in milk.

Keywords: Endectocides, HPLC, residue, macrocyclic lactones, milk.
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ilaglarin bilingsiz ve asiri kullanimi hayvanlarin yenilebilir dokularinda veya {riinlerinde ilag
kalintisina neden olmakta ve bu durum tiiketiciler igin potansiyel bir risk olusturmaktadir.
Dolayisiyla siit gibi hayvansal Uriinlerde ilag kalintilarinin izlenmesi ve gida giivenliginin
saglanabilmesi igin hizli ve glivenilir analitik yontemler gerekmektedir. Bu arastirmanin amaci,
benzimidazol gurubu antihelmintik ilaglarin sutteki ¢oklu kalintilarinin belirlenmesi icin HPLC
kullanarak hizl, kolay, ucuz, etkili ve glivenilir bir kromatografik analiz yéntemi gelistirmektir.
Calismada, bir inekten elde edilen 500 gr ¢ig st kullanildi. 1 gr siit 15 ml kapakli plastik tiiplere
(6 adet) konularak yogunluklari 0, 10, 25, 50, 100, 250 ppm olacak sekilde 50 pl, 12 adet
benzimidazol grubu antihelmintik ilag ve metabolitlerini (albendazol, amino albendazol,
albendazol sulfon, albendazol sulfoksit, tiabendazol, oksibendazol, oksfendazol, mebendazol,
fenbendazol, triklabendazol, triklabendazol stilfon ve triklabendazol silfoksit) iceren analitik
standart karisimi ilave edilerek ¢oklu kalinti olusturuldu. Sonrasinda her tiipe 2 ml ACN ilave
edilerek 1 dakika boyunca vortekslendi ve proteinlerin ¢okmesi igin 10000 rpm’ de 5 dakika
boyunca santrifij edildi. Sivi kisim alinarak baska bir 15 ml’lik tiipe aktarildi. Tiiplere 0,4 gr
anhidroz sodyum siilfat ve 0,2 gr sodyum kloriir eklenerek 1 dakika boyunca vortekslendi ve
10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust kisimda olusan organik faz cam tiiplere aktarilarak
vakum yogunlastiricida uguruldu. Sonrasinda tiiplere 100 ul dimetilsilfoksit ile 200 pl mobil
faz koyularak 1 dakika vortekslendi ve analiz i¢in 50 pl HPLC' ye enjekte edildi. HPLC
analizlerinde C18 kolon, mobil faz olarak metanol: H,0 (25:75), akis hizi 1 ml/dak. (gradient),
kolon 1sisi 60°C’de ve seri baglanan DAD ile flioresans detektér kombinasyonu kullanilarak
analiz 26 dakikada tamamlandi. Analiz tespit limitleri, 0,5-2,0 ppm, belirleme limitleri de 1,5-
6,0 ppm arasinda belirlendi. Analizi yapilan tiim ilaglar ve metabolitleri igin geri alim oranlari
%78-104, guin igi ve glinler arasi laboratuvar tekrarlanabilirlik varyasyon katsayilari da %1,12-
9,35 arasinda hesaplandi. Gelistirilen ve validasyonu yapilan bu yéntem hizli, ucuz ve duyarli

olup sutte benzimidazol antihelmintiklerin ¢oklu kalinti analizi i¢in kullanilabilir niteliktedir.
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Unconscious and excessive use of drugs causes drug residues in the edible tissues or products

of animals and this poses a potential risk to consumers. Therefore, fast and reliable analytical
methods are needed to monitor drug residues in animal products such as milk and ensure
food safety. The aim of this study was to develop a fast, easy, inexpensive, effective and
reliable chromatographic method using an HPLC for the determination of multiple residues of
benzimidazole anthelmintics in milk. In this study, 500 g raw milk obtained from a cow was
used. 1 g milk was placed in 15 ml plastic tubes (6 pieces) and spiked with 50 pl standard
mixture of 12 benzimidazole anthelmintic drugs and metabolites (albendazole, amino
albendazole, albendazole sulfone, albendazole sulfoxide, thiabendazole, oxibendazole,
oxfendazole, mebendazole, fenbendazole, triclabendazole, triclabendazole sulfone and
triclabendazole sulfoxide) to reach the following final concentrations: 0, 10, 25, 50, 100, 250
ppm. Subsequently, 2 ml ACN was added to each tube and vortexed for 1 minute and
centrifuged at 10000 rpm for 5 minutes to allow the proteins to precipitate. The supernatant
was transferred to another tube. 0,4 g of anhydrous sodium sulphate and 0,2 g of sodium
chloride were added to each tube and vortexed for 1 minute and then centrifuged at 10000
rpm for 5 minutes. The upper organic phase was transferred to glass tube and evaporated in
a vacuum concentrator. Dry residue was resuspended with 100 ul dimethyl sulfoxide and 200
pl mobile phases and placed in ultrasonic bath for 1 minute. Finally, 50 pl of this solution was
injected into the HPLC system. The mobile phase was a mixture of methanol-H,0 (25:75) and
pumped through the C18 column at 1 ml/min flow rate. The samples were processed on a
computerized HPLC system comprising a fluorescence detector combination with a DAD
detector. The limits of detection were 0,5-2,0 ppm and limits of quantification were 1,5-6,0
ppm. The recovery rates for all molecules were 78-104% and intra-day and inter-day
laboratory reproducibility coefficients were calculated between 1,12-9,35%. Good linearity,
sensitivity and selectivity were obtained with the proposed method, fulfilling the current
legislation for the residue analysis. This method can be used for determination of the multiple

residues of benzimidazole anthelmintics in milk.
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Achillea millefolium L. (Civanpercemi) olarak adlandirilan bitki yaralarin tedavisi, kan akisinin
durdurulmasi, soguk alginligi, ates, bobrek hastaliklari ve menstrual agri gibi genis bir hastalik
yelpazesinin tedavisi igin kullaniimistir. CP bitkisinin diyabet Uzerine olan etkisine iliskin
calismalar yapilmis olmasina ragmen HbA1, oksidatif stres ve DNA hasarina iliskin bir ¢calismaya
rastlanmadi. Bu ¢alismada CP yaginin antidiyabetik, antioksidan ve DNA hasarini koruyucu
etkilerinin incelenmesi amaglandi. Bu amagla 35 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi.
Deneysel diyabet olusturmak i¢cin 50 mg/kg streptozotosin periton ici yolla tek doz uygulandi.
Siganlar diyabet grubu (D, n=9), diyabet-civanpercemi grubu (D-CP, n= 8), kontrol-
civanpergemi grubu (K-CP, n=9) ve kontrol grubu (K, n=9) olmak tizere dort gruba ayrildi. CP
ve misir yagi siganlara 400 mg/kg dozda, 28 giin siireyle gavaj ile uygulandi. Siganlar galismanin
28. giininde anestezi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Kalpten alinan kan
ornekleri HbAic analizi, DNA hasari (Comet assay) ve glukoz parametresi igin kullanildi.
Sigcanlardan oksidan (malondialdehit (MDA)) ve antioksidan (stperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH)) parametreleri igin karaciger doku 6rnegi alindi. Diyabetik gruplar
arasinda vicut agirligi, DNA hasari, plazma glukoz diizeyi, SOD ve GSH degerlerinde anlamli bir
degisiklik gortilmezken; HbA;. degeri CP uygulanan diyabetik grupta (D-CP), CP uygulanmayan
diyabetik gruba (D) gore diisiik (P<0,001); MDA diizeyi ise yliksek (P<0,001) bulundu. Sonug
olarak civanpergemi yaginin kan sekeri dlizeyi Uizerine etkisi tespit edilse de diger parametreler

Gzerine etkisi bulunamadi.
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oksidan, streptozotosin.
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Plant wounds called Achillea millefolium L. have been used to treat a wide range of diseases
such as stopping blood flow, colds, fever, kidney diseases and menstrual pain. Although, there
have been studies on the effect of CP plant on diabetes, no studies have been found on HbAlc,
oxidative stress and DNA damage. The aim of this study was to investigate the antidiabetic,
antioxidant and DNA damage protective effects of CP fat. For this purpose, 35 Wistar albino
male rats were used. A single dose of 50 mg / kg streptozotocin was administered
intraperitoneally to induce experimental diabetes. Rats were diabetes group (D, n = 9),
diabetes-yarrow group (D-CP, n = 8), control-yarrow group (K-CP, n = 9) and control group (K,
n = 9) were divided into four groups. CP and corn oil were administered to rats at a dose of
400 mg / kg by gavage for 28 days. Rats were sacrificed by cervical dislocation under
anaesthesia on the 28 day of the study. Blood samples from the heart were used for HbAlc
analysis, DNA damage (Comet assay) and glucose parameter. Liver tissue samples were taken
from rats for oxidant (malondialdehyde (MDA)) and antioxidant (superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH)) parameters. There was no significant change in body weight,
DNA damage, plasma glucose level, SOD and GSH values between diabetic groups. HbAlc
value was lower in CP-treated diabetic group (D-CP) than in non-CP-treated diabetic group (D)
(P <0.001); MDA level was high (P <0.001). As a result, the effect of yarrow oil on blood sugar

level was not found to affect other parameters.

Keywords: Achillea millefolium, antioxidant, comet assay, diabetes, oxidant, streptozotocin,
yarrow
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Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin (NSAIi) yaygin kullanimi gastrik Gilser ve iist gastrik sistem
kanamalari gibi gastrointestinal yan etkilere sahiptir. Oleuropein Akdeniz diyetinde siklikla
tiiketilen antioksidan bir maddedir. Bu ¢alismada oleuropeinin gastrik koruyucu etkisini
arastirmak igin indometazin ile olusturulan tilser modeli kulaniimistir. Oleuropein aktivitesinde
yer alan mekanizma igin biylime faktorleri (EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2) ve DNA
hasari analiz edilmistir. Siganlar kontrol grubu, tlser grubu (25mg/kg indometazin), oleuropein
(12 mg/kg) grubu, 6n tedavi lansoprazol (30 mg/kg) alan Ulser grubu (referans anti-tlser ilag),
6n tedavi oleuroepin (6-12-18 mg/kg) alan Ulser grubu olmak tizere yedi gruba ayrildi. Sonuglar
oleuropeinin (6 mg/kg-12mg/kg-18mg/kg) sirasiyla % 94.33, % 96.09 ve % 96.77 oraninda anti-
Ulser etkisi oldugunu gosterdi. Oleuropein (18 mg/kg) uygulamasi, diger tedavi gruplari ile
karsilastirildiginda, gastrik tlser grubunda % Tail DNA ve ortalama kuyruk momentini dnemli
Olctide azaltti. Oleuropein (18 mg/kg) EGF, EGFR, VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2'nin mRNA
ekspresyon seviyelerini arttirdi. Bulgularimiz, oleuropeinin, siganlarda indometazinin neden
oldugu gastrik Ulsere karsi biylime faktorlerinin ve reseptoérlerinin ekpresyon seviyelerini

koruyarak etkili olabilecegini gostermektedir.
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The commonly use of Nonsteroid anti-inflamatuar drugs (NSAIDs) have gastrointestinal (Gl)

side effects such as gastric ulcer and upper Gl bleeding. Oleuropein is an antioxidant
compound commonly consumed in Mediterranean diet. In order to evaluate the
gastroprotective effect of oleuropein, an indomethacin-induced ulcer model has been applied
in this study. Growth factors (EGF, EGFR1, VEGF, VEGFR1 and VEFGR2) and DNA damage have
been analyzed for the mechanism involved in oleuropein activity. Rats were allocated into a
control group, an ulcer group indomethacin (25 mg/kg), an oleuropein (12 mg/kg) group, an
ulcer group pretreated with lansoprazole (30 mg/kg) as a reference anti-ulcer drug, an ulcer
group pretreated with different doses oleuropein (6-12-18 mg/kg). The result showed that
oleuropein (6mg/kg-12mg/kg-18mg/kg) exhibited significantly anti-ulcer effect 94.33%,
96.09%, 96.77%, respectively. Oleuropein (18mg/kg) administration significantly decreased %
Tail DNA and Mean Tail Moment in the gastric ulcer group, compared with the other
treatment groups. Oleuropein (18mg/kg) increased mRNA expression levels of EGF, EGFR,
VEGF, VEGFR1 and VEGFR2. Our results indicate that oleuropein may be effective against
indomethacin-induced gastric ulcer in rats by maintaining expression levels of growth factors

and receptors.
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Uriner sistem enfeksiyonlari medikal tedavi gerektirmesi ve ¢ogu antibiyotige direng
gelistirmis hastane enfeksiyonlarina sebep olmasindan dolayi dikkati cekmektedir. Uriner
sistem enfeksiyon tedavisinde antibiyotik direnci énemli bir role sahiptir. Bu galismada
Mugla/Marmaris yoresinde, idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE) neden olan bakterileri ve
antibiyotiklere olan direng¢ durumlarini belirlemeyi amagladik. Calismada, EylGl 2015-Aralik
2015 tarihleri arasinda cesitli sikayetlerle hastanelere basvuran ve (riner enfeksiyon 6n
tanisiyla poliklinik hastalarindan alinan 340 idrar 6rneginin kiltiir sonuglari, Greyen bakteri
cesitleri ve duyarlilik testleri degerlendirildi. 134 6rnekte bakteri Gredi. En sik izole edilen
bakteri %61,19 oraninda Escherichia coli olarak saptandi. iYE'na neden olan Escherichia coli
bakterilerinin antibiyotik duyarliliklari incelendiginde %63’0 ampisillin-sulbaktama, %59°u
trimetoprim—sulfametoksazola, %48'i siprofloksasine, %34’ seftiriaksona, %28’i gentamisine,
%240 piperasilin-tazobaktama ve %6’si ise imipeneme direngli bulundu. Bélgemizdeki direng
profilinin periyodik olarak takibi 6nem tasimaktadir. Arastirmamizda elde edilen sonuglar

Ozellikle bolgemizdeki klinisyenlere tedavi asamasinda 6nemli 6lglide yol gosterecektir.
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* This thesis was supported by Aydin Adnan Menderes University Scientific Research Projects Unit with
project number VTF 15030

Urinary Tract Infections (UTI) have attracted much attention since they are among the most
common causes of nosocomially-acquired infections and require medical treatment. There is
antibiotic resistance to most antibacterials which are used in the treatment of the disease. In
this study, we aimed to determine the microorganisms that cause UTI and their antibiotic
resistance rates in Mugla/Marmaris region. In this study, 340 urine specimen culture results,
collected from patients in outpatient clinics who applied with various complaints and referred
to the laboratory with preliminary diagnosis of urinary tract infections between September
2015 and December 2015, were evaluated. Antibiotic susceptibilities of 134 isolated bacteria
were investigated. The most common bacteria was Escherichia coli (61.19%). When antibiotic
susceptibilities were examined, Escherichia coli was resistant to ampicillin-sulbactam (63%),
trimethoprim-sulfamethoxazole (59%), ciprofloxacin (48%), ceftiriaxone (34%), Gentamycine
(28%), Piperacillin-Tazobactam (24%) and Imipenem (6%). Regional antibiotic resistance
patterns are important in treatment. It is important to investigate antibiotic resistance
patterns periodically in our region. These results will be very instructive for the relevant

clinicians about therapy specially for doctors in our region.

Keywords: Antibiotic Susceptibility, Pathogen Bacteria, Urinary Tract Infection.
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Nanoteknoloji ve Veteriner Farmakoloji Alaninda Kullaniimasi

Giil Banu CICEK BIDECI
ilge Tarim ve Orman Miidrligi, KASTAMONU

Nanoteknoloji, hayatimizi bir¢cok alanda etkileyebilecek hatta ¢igir agabilecek bir gelismedir.
Nano kelimesi, “bir fiziksel blyukligiin milyarda biri” olarak tanimlanir. Nanoteknoloji ise,
maddenin 1 ile 100 nanometre boyutlarindaki davraniglarini anlama ve kontrol etme bilimidir.
Nanoteknoloji bir¢ok alanda kullaniimaktadir. Nanoteknolojinin kullanima saglik, ilag sanayi,
tekstil, elektronik, otomotiv, gida, boya gibi farkli sahalarda birgok Uriinlerden 6rnekler
bulunmaktadir. Saglikta kullanim alani ise, oldukga fazla gesitlilik gostermektedir. Kolaylastirici
bir teknoloji olarak veteriner hekimliginde devrim potansiyeli tasimaktadir. Bu posterde
nanoteknolojinin veteriner hekimlikte ve veteriner farmakolojide potansiyel kullanim alani
olabilecek konulara dikkat cekmek amaglanmistir.

Farmakoloji alaninda nanoteknoloji; ilag tretimi asamalarinda, ilaglarin istenilen bolgeye etki
etmesinde kullanilmaktadir. Arastirmalar sonucunda elde edilen nanotasiyicilar hastalikli
yaplya hedeflendirilen ilaglarin tasinmasini saglar. Nanopartikul arastirmalar sayesinde bugiin
bircok hastaligin teshis ve tedavisi mimkiin olmaktadir. Hayvancilikta ve veterinerlikteki
potansiyel uygulamalara 6rnek olabilecekler arasinda hastalik teshisi ve tedavisi uygulama
sistemleri, Greme igin yeni araglar, hayvansal gida Urlnlerinin glivenligi, hayvan besleme
verilebilir.

Arastirmalar, hedef hicrelerin aranmasi ve yok edilmesi igcin hayvanlara nanosel ve
nanotiiplerin  sokulmasinin uygulanabilirligini gostermistir. Bu sistemlerin veteriner
farmakoloji alaninda uygulanmasi yakin gelecekte olabilir ve nanoteknoloji hayvan

hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde degisim yaratabilir.

Anahtar kelimeler: Nanoteknoloji, Nanobiyoteknoloji, Veteriner Farmakoloji, Veteriner
Hekimlik.
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Nanotechnology and Using in Veterinary Pharmacology

Giil Banu CiCEK BIDECi

District Directorate of AgricultureandForestry, KASTAMONU

Nanotechnology is a development that can affect our lives in many areas, even
groundbreaking. The word Nano is described as”one billionth of a physical size."
Nanotechnology, on the other hand, is the science of understanding and controlling the
behavior of matter in dimensions of 1 to 100 nanometers. Nanotechnology is used in many
fields. There are examples of many products of fields such as health, pharmaceutical industry,
textiles, electronics, automotive, food and paint. The use area in health is quite diverse. As a
facilitator technology, it has the potential to revolutionize Veterinary Medicine. This poster is
intended to draw attention to issues that may be potential uses of nanotechnology in
veterinary medicine and veterinary pharmacology.

Nanotechnology in the field of Pharmacology, it is used in the production of drugs, the effect
of drugs on the desired region. As a result of the research, nanocarriers agents provide the
transport of drugs targeted to the diseased structure. Nanoparticle research makes it possible
to diagnose and treat many diseases today.

Examples of potential applications in animal husbandry and veterinary medicine include
disease diagnosis and treatment application systems, new tools for reproduction, safety of
animal food products, animal nutrition.

Studies have demonstrated the feasibility of introducing nanoseles and nanotubes into
animals to search and destroy target cells. Implementation of these systems in veterinary
pharmacology may be in the near future and nanotechnology can create changes in the

prevention and treatment of animal diseases.

Keywords: Nanotechnology, Nanobiotechnology, Veterinary Pharmacology, Veterinary
Medicine.
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Tiirkiye’de Tibbi Bitkilerin Etnoveteriner Kullanimlari

Ceren ANLAS, Ataman Bilge SARI, Tiilay BAKIREL, Oya USTUNER

istanbul Universitesi- Cerrahpasa Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dall,
ISTANBUL

Yizyillardan beri yaygin olarak kullanilan etnoveteriner hekimlik uygulamalari, yiiksek tedavi
maliyetleri gibi modern tedavilerle ilgili sinirlamalarin ortadan kaldiriimasi ve saghk
hizmetlerine erisimin kolaylastiriimasi dahil olmak Gzere, bircok hastaligin tedavisi icin yeni
olanaklar sunabilmektedir. Bu uygulamalar veteriner hekimlikte, geleneksel tip sistemi
kapsaminda bitkilerin, mantarlarin, mikroorganizmalarin ve minerallerin kullanimini
icermektedir. Bunlar igerisinde, 6zellikle tibbi bitkilerin kullanimi, etnoveteriner tibbin 6nemli
bir parcasi olarak kabul edilmekte ve eski zamanlardan beri hayvan hastaliklarinin 6nlenmesi
ve kontroliinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Geleneksel kullanimlarina ek olarak, Diinya
Saglk Orgiitii de (WHO) etno-botanik riinlerin hem veteriner hem de beseri hekimlikte
onemli bir rol oynadigini ve bu dogal trinlerin kullaniminin hayvan ve insan hastaliklarinin
kontrollinde oldukga etkili oldugunu vurgulamistir. Ekolojik 6zellikleri ve cografi konumunun
bir sonucu olarak Turkiye, 11.000'den fazla bitki tiiri ile olduk¢a zengin bir bitki 6rtisiine
sahiptir ve bunlardan yaklasik 3.000'i endemik olarak kabul edilmektedir. Ulkemizde farkli
farmakolojik aktiviteye sahip bitki tlrlerinin gesitliligi, tibbi bitkilerin 6zellikle geleneksel tipta
birinci basamak saglik hizmeti olarak kullanimina olanak saglamaktadir. Bu amagla, basta
gastrointestinal hastaliklar, cilt lezyonlari ve paraziter enfeksiyonlar olmak (izere evcil
hayvanlarda birgok hastaligin tedavisinde tibbi bitkiler yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
bu bitkilerin, icerdikleri aktif bilesenlerin bireysel veya sinerjik etkilerinin bir sonucu olarak
bircok hastaligin tedavisinde etkin rol oynayabilecekleri bilimsel olarak dogrulanmistir. Bu
kapsamda, ilgili calismada Tirkiye'de hayvan hastaliklarinin tedavisinde en sik kullanilan tibbi
bitkilerin gozden gegirilmesi ve geleneksel kullanimlari hakkindaki glincel bilgilerin sunulmasi

amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Etnoveteriner hekimlik, geleneksel tedavi, tibbi bitkiler.
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Ethnoveterinary Uses of Medicinal Plants in Turkey

Ceren ANLAS, Ataman Bilge SARI, Tiilay BAKIREL, Oya USTUNER

Department of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veterinary Medicine, Istanbul University-
Cerrahpasa, ISTANBUL

Ethnoveterinary medicine practices, which have been extensively used for centruies, can offer
new possibilities for the treatment of many diseases, including eliminating limitations
associated with modern therapies such as high treatment costs and facilitating access to the
health care. These practices involves the use of plants, fungi, microorganisms and mineral in
veterinary medicine, in the context of traditional medical system. Among them, especially the
use of medicinal plants are known as an important part of ethnoveterinary medicine and have
been extensively used for prevention and control of animal diseases since ancient times. In
addition to their traditional uses, also the World Health Organization (WHO) has emphasized
that ethno-botanical products have an important role both in veterinary and human medicine
and the use of these natural products is very effective in the control of animal and human
diseases. As a result of its ecological properties and geogrophical location, Turkey has very rich
flora with more than 11.000 plant species and approximately 3.000 of them were regarded as
endemic. In our country, the diversity of plant species which have different pharmacological
activity enables the use of medicinal plants as a primary health care, especially in traditional
medicine. For this purpose, medicinal plants have been widely used in the treatment of many
disorders, mainly gastrointestinal diseases, skin lesions and parasitic infections in domestic
animals. It has also been scientifically confirmed that these plants may play effective role in
the treatment of many diseases as a result of the individual or synergistic effects of the active
ingredients they contain. In this scope, in the present study it was aimed to review the most
commonly used medicinal plants in the treatment of animal diseases in Turkey and present

current knowledges on their traditional uses.

Keywords: Ethnoveterinary medicine, medicinal plants, traditional treatment
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Bazi Propolis Ekstraktlarinin Antioksidan ve Antiradikal Aktivitelerinin Aragtirilmasi

Hasan AYDIN

Adiyaman Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Toksikoloji Anabilim Dali, ADIYAMAN

Propolis, bal arilari (Apis mellifera) tarafindan Uretilen, bitkilerden toplanan balmumu ve
regineden olusan, flavonoidler ve fenoliklerce zengin bir maddedir. Propolisin, geleneksel tipta
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanildigi ve antioksidan biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada propolisin, su, etanol ve gliserol ¢ozeltilerinde ekstraktlarinin
antioksidan ve antiradikal seviyelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Mugla ili Kdycegiz
boélgesinden toplanan propolis 6rneklerinden su, etanol ve gliserol ekstraktlari elde edilmistir.
Ekstraktlarda antioksidan aktivite CUPRAC ve antiradikal aktivite 1,1-diphenyl-2-picryl
hydrazyl (DPPH) metoduyla tespit edilmistir. Bulgular: Propolis, antioksidan aktivite
bakimindan etanol, su ve gliserol ekstraktlari sirasiyla; 0,825+0,048, 0,165+0,006, 0,089+0,008
mmol TR/ g kuru ekstrakt olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivite de oldugu gibi
antiradikal aktivite de (% inhibisyon) etanol ekstrakti (% 94,224+0,245) en yiiksek olarak tespit
edilmistir. Su ve gliserol ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri sirasiyla; % 32,597+1,081 ve
23,277+2,458 olarak tespit edilmistir. Bu arastirmada propolisin etonol ekstraktinin diger su
ve gliserol ekstraktlarina gére daha yiiksek antioksidan ve antiradikal aktviteye sahip oldugu

gorilmistar.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Antiradikal aktivite, CUPRAC, DPPH, Propolis.
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Investigation of Antioxidant and Antiradical Activities of Some Propolis Extracts

Hasan AYDIN

Adiyaman University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Toxicology, ADIYAMAN

Propolis is a substance produced by honey bees (Apis mellifera), consisting of wax and resin
collected from plants, rich in flavonoids and phenolics. Propolis is known to be used as
traditional medicine in various diseases, and its antioxidant activity. The aim of this study was
to determine the antioxidant and antiradical levels of propolis extracts in water, ethanol and
glycerol solutions. Water, ethanol and glycerol extracts were obtained from propolis samples
collected from Koycegiz region of Mugla province. Antioxidant activity in extracts was
determined by CUPRAC and antiradical activity by 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH)
method. Antioxidant activity of propolis in ethanol, water and glycerol exctracts were found
0.825+0.048, 0.165+0.006, 0.089+0.008 mmol TR/g as dry extract, respectively. Ethanol
extract detected as the highest in both antioxidant and antiradical activities (94.224 + 0.245%).
Antiradical activity of water and glycerol extracts were identified as 32.597 + 1,081% and
23,277 + 2,458% respectively. Conclusion: In this study, it was found that propolis ethanol

extract had higher antioxidant and antiradical activity than other water and glycerol extracts.

Keywords: Antioxidant activity, Antiradical activity, CUPRAC, DPPH, Propolis.
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Didesildimetilamonyum kloridin Rat Duodenum, Jejunum ve ileum Diiz Kaslar Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi*

Yunus Emre UZGUR?, Ebru YILDIRIM?, Begiim YURDAKOK DIKMEN?
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*Bu calisma “Didesildimetilamonyum kloridin Rat Duodenum, Jejunum ve ileum Diiz Kaslari Uzerine Etkilerinin
Arastiriimasi” baglikli tezden 6zetlenmistir.

Bu ¢alismanin amaci DDAK’ in rat duodenum, jejunum ve ileum dlz kaslari tGzerine etkilerini
arastirmak; boylece olasi oral bir maruziyette sindirim sistemi Uzerine olan etkilerini
degerlendirmektir. Deneylerde 5-6 aylk, 19 adet erkek Wistar albino sicandan izole edilen 19’
ar adet duodenum, jejunum ve ileum dokusu kullanilmistir. izole edilen duodenum, jejunum
ve ileum kesitleri, icinde 10 ml tirod ¢6zeltisi bulunan, 37°C’ ye ayarlanmis izole organ
banyosuna 1 g 6n gerim ile asiimistir. 1. Protokolde DDAK 108, 107, 106, 10, 10* M kiimiilatif
(birikimli) derisimlerde 5 dakika ara ile uygulanmistir. 2. Protokolde 10, 108, 107, 10°®, 10>,
10" ve 10 M ACh uygulamasi yapilmis (Kontrol grubu), daha sonra 3x107 M DDAK ile 15
dakika inkiibe edilen dokularin iizerine 10°-102 M ACh derisimleri uygulanmistir. 3.
Protokolde 1,71x10°> M ACh (ACh’ in ECgs degeri) ile kasilma olusturulan dokular tizerine 3 dk
ara ile 10, 107, 10, 10, 10* M DDAK kiimiilatif (birikimli) derisimlerde uygulanmustir.
Kontrol olarak 1,71x10° M ACh ile kasiima olusturulan dokular (izerine 3 dk ara ile distile su
uygulamasi yapilmistir. ilk protokolden elde edilen bulgular 10° M’ dan baslayarak 6zellikle
10* M DDAK derisimde duodenum, jejunum ve ileumda % kasiimalarin azaldigini géstermistir.
2. Protokol sonuglarinda kontrol ve DDAK uygulamasinin ACh derisimlerin % kasilma pD> ve
Emax parametreleri arasinda bir fark bulunamamistir. 3. protolde ise 1,71x10> M ACh ile
kasilma olusturulan dokular Gzerine 10% M DDAK’ in duodenum, jejunum ve ileumda
olusturdugu % gevseme cevaplari kontrol grubuna gére jejunum (P<0.01) ve ileumda (P<0.05)
istatistiksel olarak 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Duodenum % gevseme cevaplarinda
sayisal bir artis saptanmistir (P> 0.05). Frekans degerleri ise DDAK verilen grupta kontrol
grubuna gore jejunum ve ileumda sayisal olarak daha az olarak 6lgtlmustiir (P> 0.05). Sonug
olarak DDAK o6zellikle 10* M derisimde hem spontan kasilmalari hem de ACh ile olusturulan
kasilmalari azaltmistir. DDAK’ In etkisi derisime bagli olarak artmistir ve jejunum ve ileumu
daha fazla etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolin, didesildimetilamonyum klorid, duodenum, ileum, in vitro,
jejunum.
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The Investigation Of The Effects Of Didecyldimethylammonium Chloride On The Smooth
Muscle of Duodenum, Jejunum And lleum In Rats *
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* This study is summarized from the thesis titled “The Investigation Of The Effects Of Didecyldimethylammonium
Chloride On The Smooth Muscle of Duodenum, Jejunum And lleum In Rats”

The aim of this study was to investigate the effects of DDAC on rat duodenum, jejunum and
ileum smooth muscles; thus to evaluate the effects on the digestive tract in a possible oral
exposure. Totally 19 duodenum, jejunal and ileum tissues isolated from 19 male Wistar albino
rats, which were 5-6 months old, were used in the experiments. Isolated duodenum, jejunum
and ileum sections were suspended with 1 g of pre-tension in an isolated organ bath set at 37
° C with 10 ml thyroid solution. In Protocol 1, DDAC was applied at cumulative concentrations
of 108, 107, 10, 105, 10 at 5 minute intervals. In Protocol 2, 10, 10, 107, 106, 10>, 10*
and 10 ACh was applied (Control group) in a cumulative manner, then 10° -103 M ACh
concentrations were applied on the tissues incubated with 3x107 M DDAC for 15 minutes. In
the protocol 3, cumulative 108, 107, 10, 10°, 10* M DDAC concentrations were applied at 3
minute intervals on the tissues precontracted with 1,71x10> M ACh (ECss value of ACh). As a
control, distilled water was applied at 3 min intervals on the tissues which were contracted
with 1,71x10° M ACh. Findings obtained from the first protocol showed that DDAC decreased
% contractions in duodenum, jejunal and ileum, starting from 10> M and especially at 10* M
concentration. No significant difference was found between % contraction, pD2 and Emax
parameters of ACh concentrations of control and DDAC application. In the third protol,%
relaxation responses of DDAC in duodenum, jejunum and ileum on tissues precontracted with
1,71x10° M ACh were found to be statistically higher in jejunum (P <0.01) and ileum (P <0.05)
compared to control group. There was a numerical increase in duodenum% relaxation
responses (P> 0.05). Frequency values were measured to be insignificantly less in jejunum and
ileum in the DDAC group than in the control group (P> 0.05).In conclusion, DDAC decreased
both spontaneous contractions and ACh induced contractions, especially at 10* M
concentration. The effect of DDAC increased depending on the concentration used, and DDAC
had more effect on jejunum and ileum rather than duodenum.

Keywords: Acetylcholine, didecyldimethylammonium chloride, duodenum, ileum, in vitro,
jejunum
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Gamitromisinin In Vitro Rat Uterus Diiz Kasi Uzerine Etkisi*
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*Bu calisma “Gamitromisinin In Vitro Rat Uterus Diiz Kasi Uzerine Etkisi” baglikli tezden 6zetlenmistir.

Bu ¢alismanin amaci, gamitromisinin rat uterus diiz kaslari Gzerine etkisinin arastiriimasidir.
Deneylerde 200-250 gram (g) agirliginda, 4-5 aylk 16 disi Wistar sicandan izole edilen 44
uterus dokusu kullanildi. Oncelikle anestezi edilen ratlarin uteruslari izole edildi, izole organ
banyosu ileticisine baglandi ve izole uterusa 1 g 6n gerim uygulandi. On denemelerde
gamitromisin 107 M, 10 M ve 10° M derisimlerde denendi ve ¢alismada kullanilan derisim
10" M olarak secildi. I. grup 10 dk. kontrol kasilmasi elde edildikten sonra yine 10 dk. 10° M
gamitromisin ile muamele edildi. II. grupta ise 2,5 mIU/mL oksitosin kasilmasi lizerine 10° M
gamitromisinin etkisi degerlendirildi. Ill. gruba 10® M atropin inkiibasyonunun distiine 10 dk.
siire ile 10° M gamitromisin denendi. IV. grupta 0,625ug kloprostenol 10 mL izole organ
banyosuna uygulandi 10 dk. ardindan, yine 10> M gamitromisin uygulamasi 10 dk. boyunca
yapildi. Gamitromisinin ¢6ziicist olarak kullanilan dimetilsulfoksid (DMSO) icin de ayni
protokoller ayni deneme gruplarinda uygulandi. Calismanin verilerini degerlendirirken olusan
kasilmalarin frekans, ortalama amplitiid ve pik amplitid degerleri karsilastirildi. Calismanin 1.
protokol uygulamasi degerlendirildiginde; gamitromisin (10> M) uygulamasinin frekans degeri
istatistiksel olarak kendinden 6nceki spontan kasilmalarin frekans degerinden biyiik bulundu
(P<0,01). Ancak DMSO ve 10° M gamitromisin uygulamasinin frekanslari karsilastirildiginda
istatistiksel olarak bir fark bulunamadi (P>0,05). Diger protokol gruplarinin verileri de; frekans,
ortalama amplitiid ve pik amplitiid yoniinden degerlendirildiginde; istatistiksel olarak dnemli
bir fark bulunmadi (P>0,05). Alinan sonuglarin, gamitromisinin kimyasal formundan ve
kullanilan derisiminden kaynaklandigi distinildii. Gamitromisinin uterus diiz kasi Gizerine olan
etkilerini ve olasi mekanizmasini tam olarak degerlendirebilmek icin, daha ylksek
gamitromisin derigsimlerinin ¢alisiimasi ve miimkiinse farkl agonist ve antagonist maddelerle

yapilacak daha ileri ¢alismalar gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Gamitromisin, in vitro, oksitosin, rat, uterus diiz kasi
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* This study is summarized from the thesis titled “The Effect of Gamithromycin on Smooth
Muscle of Rat Uterus In Vitro

The aim of this study is to investigate the effect of gamithromycin on rat uterus smooth
muscles. Forty-four uterine tissues isolated from 16 female Wistar rats weighing 200-250
grams were used in the experiments. First of all, the uterus of the anesthetized rats was
isolated, and suspended to the isometric tranducer of organ bath with a preload of 1 g. In the
preliminary experiments, gamithromycin was tested at concentrations of 107 M, 10 * M and
10 ° M, and the concentration used in the study was selected as 10> M. In the 1% group, the
uterus segments were treated for 10 min with 10° M gamithromycin after 0 min control
contractions were obtained. In the 2" group, the effect of 10> M gamithromycin on 2.5 mIU
/ mL oxytocin contraction was evaluated. In the 3™ group the effect of 10> M gamithromycin
for 10 min was evaluated on 10 M atropine incubation for 10 min. In the 4" group 0.625 g
of cloprostenol was applied to a 10 mL isolated organ, then 10> M gamithromycin was applied
for 10 min. The same protocols were applied in the same experimental groups for
dimethylsulfoxide (DMSO) that was used as the solvent of gamithromycin. Frequency, average
amplitude and peak amplitude values of the contractions were evaluated when comparing
the data of the study. When the data of the first protocol evaluated; the frequency value of
gamithromycin (10° M) was statistically greater than the frequency value of the spontaneous
contractions prior to itself (P<0.01). However, no statistically significant difference was found
when the frequencies of DMSO and 10 M gamithromycin were compared (P> 0.05). There
were no statistically important difference among the data of the other protocol groups in
terms of frequency, average amplitude and peak amplitude (P> 0.05). The results of this study
can be attributed to the chemical form of gamithromycin and the concentration used. In order
to be able to fully assess the effects and possible mechanism of gamihtromycin on the uterine
smooth muscle, higher gamithromycin concentrations should be studied and, if possible,
further studies should be performed with different agonist and antagonist agents.

Keywords: Gamithromycin, in vitro, oxytocin, rat, uterus smooth muscle.
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P-glikoprotein’in Antibakteriyel Tedavideki Rolii ve Biyosensér Teknolojisi ile Tespiti
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ATP-baglayici kaset (ABC) ailesi bircok endojen ve eksojen substratin tasinmasinda gorev
almaktadir.ABC tasiyicilardan, kanser direng proteini (BRCP,ABCG2), P-glikoprotein (P-gp,
ABC1) ve MDR-iliskili protein-1 (MRP1,ABCC1) ¢oklu ilag direnciyle iligkilidir. Glinimizde ¢oklu
ilag direnci (MDR1), hastalik tedavisinde basarisizliga sebep olan en 6nemli faktorlerden
biridir. P-gp barsak, beyin,bobrek, testis, karaciger, adrenal bezler, akciger, kalp ve gozlerden
eksprese edilmektedir. Bu protein ; toksik maddeler ve ksenobiyotiklerin viicuttan atilimini
saglayarak biyolojik bariyer gérevi yapmaktadir. P-gp antibakteriyel ilaglarin oral emilimini ve
hedef  organlara  penetrasyonunu  sinirlandirarak  farmakokinetik  6zelliklerini
degistirebilmektedir. Antibakteriyel ilag gruplarinda ilag-ilag, ilag-gida etkilesimleri, ilag
cevabinda tir ve rk farkhlklarinda, enfeksiydz hastaliklarin  tedavisindeki
mikroorganizmalardaki direng gelisiminde ve bazi hastaliklarin etiyolojisinde p-gp’nin énemli
etkiye sahip oldugunu ortaya koyulmustur.P-gp’in inhibisyonu veya indlksiyonu araciligiyla
gerceklesmektedir. P-gp substrati ve modilatéri olarak siniflandirilan antibiyotikler;
florokinolonlar,makrolidler ve tetrasiklinler gibi yapi olarak olduk¢a farkli antibiyotik
gruplandir. Bu bulgular hastalikli ve saglikli bireylerde antibiyotiklerin farmakokinetik,
farmakodinamik ve toksikodinamik &zelliklerinin anlasiimasinda bir temel olusturmaktadir.
Hicre ylzeyinde lokalize olmus p-glikoproteinin 6nemi géze alindiginda,p-gp tanimlama ve
tespiti , antibakteriyel tedavinin prognozunda olumlu sonuglar doguracaktir. Konvansiyonel
yontemlerden akis sitometrisi, immunohistokimya, ELISA ve floresans metodlar , p-gp
aracihigiyla ilag-direngli hiicrelerin tespitinde siklikla kullanilan analitik yontemlerdir. Bu analiz
yontemleri saghk bilimlerinin birgok alt alaninda kullaniimasina ragmen, genellikle ¢ok
basamakli, zaman gerektiren veya alaninda deneyimli personel ve kompleks laboratuvar
kosullarina ihtiyag duyulan yontemlerdir. Bu nedenle; ilag direnci arastirmalarinda ve sahada,
basit ve glvenilir tespit yontemlerine olan ilgi artmaktadir. Biyosensorler hizli gelisen
endistriler ve saglik alaninda son zamanlarda kullanimi artan tespit enstriimanlaridir.
Biyosensor teknolojisi, kompleks 6rnek hazirlama basamaklarina ihtiyag duyulmadan, disik
maliyet ile hizl ve glivenilir analiz saglamaktadir.Bu derlemede, P-gp ve 0zellikle onun
antibakteriyel roll ve biyosensor teknolojisi ile tespiti hakkinda bilgi sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: ABC, biyosensér, ilag direnci, p-glikoprotein, MDR1.
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Role of P-glycoprotein on Antibacterial Theraphy and Detection of p-gp with Biosensor

Technology

Yagmur TURGUT?, Begiim YURDAKOK-DIKMEN?, Recep UYAR?, Mehmet Altay UNAL?

IAnkara University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and Toxicology,
ANKARA
2Ankara University, Faculty of Engineering, Department of Physics Engineering, ANKARA

The ATP-binding cassette (ABC) transporters participate in the transport of a wide large
number of endogenous and exogenous substrates.In all ABC transporters, the breast cancer
resistance protein (BCRP, ABCG2), P-glycoprotein (P-gp, ABCB1), and the MDR-associated
protein-1 (MRP1, ABCC1) are associated with multidrug resistance It is expressed in intestines,
brain, kidneys, testes, liver, adrenal gland, lungs heart and eyes. This protein functions as a
biological barrier by extruding toxic substances and xenobiotics out of cells. P-gp could
modulate pharmacokinetics of antibacterial drugs through limitation of their oral absorption
and penetration into target organs. It has been shown that P-gp modifications such as
inhibition result in changes in pharmacokinetic parameters which can cause clinically
signficant drug-drug/drug- food interactions.Among the antibiotics recognized as substrates
and modulators of P-gp are structurally unrelated compounds as fluoroquinolones, macrolides
and tetracyclines . These findings provide a basis for the understanding of the
pharmacokinetics, pharmacodynamics and toxicodynamics of the antibiotics in healthy and
diseased individuals. In view of the importance of cell surface P-glycoprotein, a reliable and
convenient method for recognizing drug-resistant cells via P-glycoprotein may help improve
the diagnosis and treatment of cancer. Conventional methods such as flow
cytometry,immunohistochemistry,ELISA and fluorescence are widely utilized as analytical
techniques for P-gp detection. Although these approaches have been used in some specic
systems, most of them often have multi steps and are time-consuming or require highly
technical skills and relatively sophisticated instrumentation. The development of a simple and
convenient approach for cancer cell detection has received more and more interest. This
review is focused on discussing p-gp role on antibacterial theraphy and detection of p-gp with

existing biosensor technology.

Keywords: Biosensors,drug resistance, MDR1, p-glycoprotein.
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Tibbi Bitkiler veya Uriinler Ne Kadar Giivenli

Sinem PEHLIVAN', Melike Fiisun DEMIR 2

"Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, ANKARA
2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, ANKARA

Hastaliklardan korunmak, hastaliklarin etkisini hafifletmek amaciyla ya da hastaliklarin tedavisi
icin cesitli bitkiler ve bitkisel tibbi Grlnler yaygin olarak kullaniimaktadir. Bitkisel tip; bitkileri
ve/veya bitkisel drlnleri kullanarak hastaliklari tedavi etmek ve onlemek olarak
tanimlanmaktadir. Sentetik ilaglara gore bitkisel maddelerin ve drlnlerin hastalar/hasta
sahipleri tarafindan kabul edilmeleri daha kolaydir; bu sebeple de, 6zellikle beseri hekimlikte
bazi amaglarla (vicut direncini artirmak, dokularin ve/veya organlarin yipranmasini
yavaslatmak ve/veya engellemek, yaslanmay geciktirmek, uyumu kolaylastirmak gibi) bitkisel
maddeler istismar 6lglisiinde kullaniimakta ya da kullaniimalari tegvik edilmektedir. Kullanim
sirasinda karsilagilan bazi yan/istenmeyen etkiler; ilaca karsi gelisen allerjik reaksiyon,
karsinojenik, teratojenik etkiler, organ bozukluklari, hormonal bozukluklar, vb seklindedir. Bu
sunumda; bazi 6nemli tibbi bitkilerin ve/veya tibbi bitkileri ihtiva eden trinlerin kullaniimasi
sirasinda karsilasilabilecek veya karsilasilan istenmeyen etkileri (yan ve zararli etki) hakkinda

bilgi verilmistir.

Anabhtar kelimeler: Alternatif Tip, Bitkisel Tedavi, istenmeyen Etki.
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How Safe are Medicinal Plants or Products
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ANKARA
2Ankara University Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, ANKARA

The use of various plants and herbal medicinal products have increased in all societies in order
to protect against diseases, to decrease in their effects, or by the aim of treatment of diseases.
Herbal medicine is defined as the approach to treat and prevent diseases using plants and/or
herbal products. Compared to synthetic drugs, it is easier that herbal substances to be
accepted by patients or patients owners. Therefore, they are used especially in human
medicine for some purposes excessively (increasing body resistance, slowing or preventing
the wear of tissues and organs, delaying aging and facilitating compliance) or encouraged
consume and use of them. Some side/undesirable effects encountered during use; allergic
reaction to the drug, carcinogenicteratogenic effects, organ disorders, hormonal disorders,
etc.In this review given some information, about the undesirable effects during the use of

encountered selected important medicinal plants.

Key words: Alternative Medicine, Herbal Treatment, Undesirable Effect.
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Balda Zehirli Etki Olusturan Bitkiler

Siimeyye Aliye UNAL, Ender YARSAN
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Ulkemiz bitki varligi agisindan son derece énemli bir yere sahiptir. Bu tiirden bitkiler tedavi
yonlyle énemli olduklari kadar igerdikleri etkin maddeler araciliginda, halk sagligi yoniyle
onemli olan hayvansal lriinlere gegerek kalinti problemi olusturabilirler. Bu tiirden hayvansal
Urtnler igerisinde bal da ayri bir yere sahiptir. Nektarlar ve zehirli bitkilerin polen taneleri
cesitli toksik maddeler igerir. Bitkilerde bulunan zehirli maddeler arilar tarafindan tretilen bal
ve diger Urlinlere aktarilabilir. Bu zehirli etkin maddeler arasinda pirolizidin alkaloitleri,
grayanatoksinler, hiyosiyamin, hiyosin, saponin, striknin, gelsemin, tutin, hyenanchin,
oleandrin ve oleandrigenin gibi sekonder metabolitleri siralamak mimkundiir.

Andromeda sp., Rhododendron ponticum, Kalmia sp., Lleucothoe sp., Lynonia sp., Pieris sp. gibi
Ericaceae familyasindaki bitkilerinden toplanan balllarin oldukga zehirli oldugu ifade edilmistir.
Arilara ve larvalarina zarar vermeyen bu etken maddelerin insanlar igin psikoaktif nitelikte
olacak sekilde zehirlilik gostermektedir. Rhododendron ponticum veya Azalea pontica
nektarindan elde edilen bal (ki deli bal olarak bilinir) insanlara zehirli olan ancak arilara zarar
vermeyen GTX ler gibi alkaloitler igerir. Nerium oleander (zakkum) tim kisimlarinda nerrin ve
oleandrin alkaloitleri igerir. Bunlar insan ve hayvanlarda zehirli etkilidir. Coriaria arborea (tutu)
bitkisi tutin igerir. Tutin, pikrotoksin grubunun bir Gyesidir ve memelileri etkiler. Tutinin gok
kararli oldugu ve insan sinir sistemi tizerinde ciddi bir etkisi oldugu diisiiniiimektedir.
Ballardan kaynaklanacak zehirlenmelerde klinik belirtiler toksinin tipine bagli olarak
degisebilir; bununla birlikte, genellikle bas dénmesi, bulanti, kusma, kasilmalar, bas agrisi,
garpinti ve bazi durumlarda o6liim gorilir. GTX ler tarafindan olusturulan zehirlenmelerde,
ekstremitelerde ve agiz cevresinde asiri tiikirik salgisi, terleme, kusma, bas donmesi, halsizlik
ve parestezi, kan basincinin diismesi ve sinis bradikardi gorilebilir. Andromeda gigeklerinin
nektarindan dretilen bal, ekstremiteleri ve diyaframi felg edip 6limle sonuglanabilecek
nitelikte GTX icerir. Kalmia latifolia, alaca gal, dag defnesi ya da koyun defnesi (Kalmia
angustifolia) gibi ayni familyaya bagh tlrlerde ballarda toksik olabilecek diizeyde etki

olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Bal, bitki, zehir.
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Toxic Plants in Honey

Siimeyye Aliye UNAL, Ender YARSAN

Ankara University, Faculty of Veterinary Medicine, Dept. Of Pharmacology and Toxicology, ANKARA

Our country has a very important place in terms of plant existence. Plants of this kind can be
a residual problem by switching to animal products that are important for public health,
through the active substances they contain as well as being important in terms of treatment.
Honey has a special place among such animal products. Nectars and pollen grains of poisonous
plants contain various toxic substances. Toxic substances in plants can be transferred to honey
and other products produced by bees. Among these toxic active substances, it is possible to
list secondary metabolites such as pyrolysidine alkaloids, grayanatoxins, hyocyanamine,
hyocine, saponin, strychnine, gelsemin, tutin, hyenanchin, oleandrin and oleandrigenin.
Andromeda sp., Rhododendron ponticum, Kalmia sp., Lleucothoe sp., Lynonia sp., Pieris sp. as
collected from plants in the Ericaceae family of plants are expressed as highly toxic. These
active substances, which do not harm bees and larvae, show toxicity to be psychoactive for
humans. Honey from Rhododendron ponticum or Azalea pontica nectar (also known as mad
honey) contains alkaloids such as GTXs, which are toxic to humans but do not harm bees.
Nerium oleander (oleander) contains nerrin and oleandrin alkaloids in all parts. They are toxic
in humans and animals. Coriaria arborea (tutu) plant contains tutin. Tutin is a member of the
picrotoxin group and affects mammals. Tutin is thought to be very stable and has a serious
impact on the human nervous system.

Clinical manifestations of poisoning from honey may vary depending on the type of toxin;
however, often dizziness, nausea, vomiting, convulsions, headache, palpitations, and in some
cases death. Intoxications caused by GTXs, excessive salivation in the extremities and around
the mouth, sweating, vomiting, dizziness, fatigue and paresthesia, drop in blood pressure and
sinus bradycardia may occur. Produced from the nectar of Andromeda flowers, honey
contains GTX, which can paralyze extremities and diaphragms and result in death. Kalmia
latifolia can cause toxic effects on honey in species belonging to the same family such as calico

bush, mountain laurel or spoon-wood (Kalmia angustifolia).

Keywords: Honey, plant, toxic.
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Erkek Reprodiiktif Toksikolojide Musk Keton ve Musk Ksilen

Baris OTUN?, Begiim YURDAKOK-DIKMEN?
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2Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, ANKARA

Dogal musklar antik ¢aglardan beri parflimlerin hazirlanmasinda koku olarak kullanilmistir.
Dogal musk her zaman g¢ok kiymetli olmustur, erkek musk geyiklerinin (Moschus moschiferus)
ekzokrin bezlerinde bulunur. Dogal musk 6zlerinin kokulu bilesenleri makrosiklik ketonlar,
makrosiklik laktonlar, makrosiklik alkoller ve piridin tirevleridir. Diisiik Gretim maliyetleri ve
kolay hazirlanabilmeleri nedeniyle musklarin sentetik tiirevleri olan nitro musklar; sabun,
kozmetik, camasir deterjani ve yumusatici gibi sayisiz Griinin endustriyel Gretiminde yapay
koku olarak biyiik miktarlarda kullaniimistir. Musk keton siipheli bir ko mutajen iken, musk
ksilen stipheli bir ko mutagen ve kanserojendir. Musk ksilen, Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi  (IARC) tarafindan grup 3'te (insanlarda kanserojen olarak siniflandirilamaz)
siniflandirilmistir. in vitro galismalarda ise nitro musklarin (musk ksilen ve musk ketonun)
muhtemelen 6strojenik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu bilesiklere canlilar 6zellikle
inhalasyon ve dermal yol ile maruz kalmaktadir. Bu kirleticiler, ¢evresel yolla su kaynaklarina
bulasabilmekte ve su canlilarina, gevreye ve organizmalarda sagliga yonelik istenmeyen etkiler
olusturabilmektedir. Bu bilesiklerin insan siitline gegisine iliskin ¢calismalar bulunmakla birlikte,
inek ya da diger hayvanlarin siit ya da dokusuna gegisine iliskin ¢alismalar sinirhdir veya

bulunmamaktadir.

Anahtar kelimeler: Erkek reproduktif toksisite, musk keton, musk ksilen, nitro musk.

421



P19

Musk Ketone and Musk Xylene in Male Reproductive Toxicology
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Natural musks have been used as fragrance in the preparation of perfumes since antiquity.
Natural musk has always been very valuable, which is found in the exocrine glands of male
musk deer (Moschus moschiferus). Fragrant compounds of natural musk extracts are
macrocyclic ketones, macrocyclic lactones, macrocyclic alcohols and pyridine compounds.
Nitric musks, which are synthetic compounds of musks due to their low production costs and
easy preparation; in industrial production of numerous products such as soap, cosmetics,
laundry detergent and softeners, large amounts have been used as artificial fragrance. Musk
ketone is a suspected co mutagen, while musk xylene is a suspected co-mutagen and
carcinogen. Musk xylene was classified by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) in group 3 (not classifiable as a carcinogen in humans). In vitro studies have shown that
nitro musks (musk xylene and musk ketone) probably have estrogenic activity. The organisms
are exposed to these compounds by inhalation and dermal pathway. These pollutants can
infect the water by environmental ways and create adverse health effects to aquatic
organisms, the environment and organisms. Although there are studies about the transition
of these compounds to human milk, there are limited or no studies on the transfer of cows or

other animals to milk or tissue.

Keywords: Male reproductive toxicity, musk ketone, musk xylene, nitro musk.
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Hayvan Yem ve Yem Hammaddelerinde Aflatoksin B1'in Belirlenmesi igin Analiz Yontemleri

Saima MUSHTAQ, Yavuz Klrsad DAS, Abdurrahman AKSOY

Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiilesi Farmakolojive Toksikoloji Anabilim Dali, SAMSUN

Aflatoxin B1 (AFB,) gidalarda ana kirletici olarak bulunan Aspergillus tirleri tarafindan tretilen
ve diinya lizerinde yasayan biitin tirlere belirli derecelerde zehirli olan bir bilesiktir. Karaciger
karsinojeni olmasi dolayisi ile son yillarda ilgi odagi olmustur. Aflatoxin B1'in gesitli gidalar ve
hayvan yemlerinden analizinde enzim bagli immunosorbent assay (ELiSA), ince tabaka
kromatografisi (iTK), yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC), sivi kromatografi tandem
kiitle spektrometrisi (LC- MS/MS) ve elektrokimyasal immiinosensor (EKi) gibi ydntemler
kullaniimaktadir. Belirtilen yontmelerin hepsinde 6rnek alma, ekstraksiyon, temizleme, tespit,
dogrulama ve risk degerlendirmesi asamlari bulunmaktadir. HPLC yiksek dogruluk, kesinlik ve
hassasiyetinden dolayi en yaygin kullanilan analiz yontemidir. Yirminci ylzyilin sonlarindan bu
yana, Tirkiye dahil birgok lilke, tiiketiciyi mikotoksinlerin zararli etkilerinden korumak igin gida
ve hayvan yemi ile ilgili sektorlerde 6zellikle AFB; igin kati kurallar ve diizenlemeler yirirlige
koymustur. Bu sunumda, yem ve yem hammadelerinde, érneklemeden risk degerlendirme
asamasina kadar, AFB: analizinde kullanilan gesitli yontemler ve uluslarasi diizenlemeler

derlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin Bi, analiz yontemleri, 6rnekleme, érnek hazirlama, risk
degerlendirmesi, uluslararasi diizenlemeler
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Analytical Methods for Determination of Aflatoxin B: in Animal Feeds and Feedstuffs
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Aflatoxin B1 (AFB;) is an Aspergillus spp. produced mycotoxins which is identified as one of
the key contaminant of food all around the world and toxic to some degree to all species
tested to date. Because of its hepatocarcinogenic nature, AFB; has obtained significant
attention in past few years. A number of analytical, diagnostic and immunological procedures
are available for assessment and estimation of AFB; in different food products and animal
feeds such as enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), thin layer chromatography (TLC),
high performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography tandem mass
spectrometry (LC/MS/MS) and electrochemical immunosensors (ECI). All available analytical
methods for determination of AFB1 principally included the same steps like, sampling, sample
extraction, clean-up, detection, confirmation, and finally risk assessment of the toxin. HPLC
approaches are most commonly used now a days because of their high accuracy, precision
and sensitivity. Since late 20t century, many countries including Turkey has imposed strict
rules and regulations regarding mycotoxins especially for AFB; in food and animal feed related
industry to protect the consumer from the detrimental effects of mycotoxins. In this
presentation, a number of analytical techniques for determination of AFB; in feeds and
feedstuffs starting from sampling to risk assessment and international regulations are

reviewed.

Key words: Aflatoxin Bi, analytical methods, international regualtions, risk assessment,
sampling, sample preparations.
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Tibbi Bitkilerin Esansiyel Yag ve Solvent Ekstraktlarinin Kimyasal iceriklerinin Taranmasi ve
Veteriner Fitoterapi Yoniinden Karsilastirilmasi: Foeniculum vulgare Mill. Ornegi

Mustafa YiPEL, Nurullah OZDEMIR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali,
TEKIRDAG

Bu ¢alismanin amaci; Trakya florasinda da yer alan, etnoveteriner tipta baslica istah agici,
karminatif, antispazmodik, gaz giderici, antimikrobiyal, antihelmentik, mukolitik, solunum
uyarici, galaktojen, antipiretik, yatistirici ve dilretik olarak kullanilan rezene (F. vulgare Mill.)
esansiyel yagl ve solvent ekstraktinin icerdigi biyoaktif kimyasal kompozisyonunun
belirlenmesi ve Veteriner Hekimliginde kullanim potansiyeli dogrultusunda karsilastiriimasidir.
Bu amagla aktardan temin edilen rezene teshis edilerek kurutuldu, saplari ayiklandi ve
ogutlldu. Ardindan esansiyel yag elde etmek amaciyla 50 g balona alindiktan sonra lzerine
200 ml distile su eklenerek clevenger aparatina yerlestirildi ve 3 saat boyunca kaynatildi.
Solvent ekstraktinin elde edilmesi amaciyla ise yine 6glitilmus bitkiden 50 g bir balon icerisine
alinip Gzerine 125 ml metanol eklenerek manyetik karistiricida 20 saat boyunca ekstraksiyona
birakildi. Elde edilen yag ve ekstraktin kimyasal igerigi ve kompozisyonu gaz kromatografisi
kitle spektrofotometresi (GC-MS) analiziyle belirlendi. Hidrodistilasyon yéntemi sonunda 1 ml
ugucu yag ve metanol ektraksiyonu sonucunda 60 ml ekstrakt elde edildi. Kromatografi analizi
sonucuna gore esansiyel yagda farkli oranlarda toplam 15 adet biyoaktif kimyasal bilesik tespit
edilirken ana bilesik estragol (p-allanlanol, metil kavikol) (% 72.24) olarak belirlendi. Solvent
ektraktinda ise yine farkli oranlarda toplam 47 adet biyoaktif kimyasal bilesik tespit edilirken
ana bilesik anetol (% 39.34) olarak belirlendi. Galismada elde edilen rezene yaginin ana bilesigi
olan estragol antibakteriyel ve antioksidan etkiler ile antitoksoplasma aktivitesine sahipken,
solvent ektraktinin ana bilesigi olan anetol ise antiinflamatuvar aktivitelere sahiptir.
Dolayisiyla Veteriner Hekimlig§inde rezene yaginin basta bakteriyel ve toksoplasmal
hastaliklarda, solvent ektraktinin ise inflamatuvar hastaliklarda kullanim potansiyeline sahip
oldugu ortaya konuldu. Bu sonuglara dayanarak bitkilerin yag ve ektraktinin biyoaktif kimyasal
kompozisyonunun degisiklik gosterebilecegi, dolayisiyla kullanilacak bitkisel materyalin
hedeflenen endikasyon dogrultusunda belirlenmesi ve miimkiinse igerik analizinin yapilarak
kullanilmasi gerektigi diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Esansiyel yag; Hidrodistilasyon; Rezene; Solvent ektraksiyonu; Veteriner
fitoterapi
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Screening and Comparison of Chemical Contents of Essential Oil and Solvent Extracts of
Medicinal Plants in Line With The Potential Use in Veterinary Medicine: A sample -

Foeniculum vulgare Mill.
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Toxicology, TEKIRDAG

The aim of this study was to determinate and comparison of the composition of bioactive
chemicals of essential oil and solvent extract of fennel (F. vulgare L.) in accordance with
potential use in Veterinary Medicine that mainly used as appetizing, carminative,
antispasmodic, degassing, antimicrobial, antihelmintic, mucolytic, respiratory stimulating,
galactogen, sedative, antipyretic and diuretic in Ethnoveterinary Medicine and also located in
the flora of Thrace. The obtained fennel from the local herbal markets was dried, the stalks
were separated and then powdered. Then 50 g specimen weighed in a balloon and placed to
a Clevenger apparatus by adding 200 ml of distilled water. The essential oil obtained via to
boiled plant for 3 hours. 50 g of sample was weighed into a balloon and extracted for 20 hours
on a magnetic stirrer after adding 125 ml methanol. The chemical composition of the oil and
extract were determined by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis. After
hydrodistillation, 1 ml of oil and after extraction, 60 ml of extract were obtained. As a result
of the chromatography analysis, 15 bioactive chemical compounds were detected in different
ratios where estragole (p-allylanisole, methyl chavicol) was the major (72.24%) bioactive
compound of oil. 47 bioactive chemical compounds were detected in different ratios where
anethole was the major (39.34%) bioactive compound of extract. While the estragole; major
component of fennel oil have antibacterial, antioxidant effects and anti-toxoplasma activity.
Anethole; major component of fennel extract has anti-inflammatory effect. Therefore, fennel
oil has the potential to be used primarily in bacterial and toxoplasmal diseases, where solvent
extract in inflammatory diseases in Veterinary Medicine. Based on these results, the bioactive
chemical composition of plant essential oils and extracts are varied, it is thought that the plant
material (essential oil, solvent extract, etc.) to be used should be determined according to the
targeted indication and content analysis should be performed if possible.

Keywords: Essential oil; Fennel; Hydrodistillation; Solvent extraction,; Veterinary phytotherapy
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Veteriner Hekimlikte Zehirlenme Siipheli Orneklerin Sistematik Toksikolojik Analizi*
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Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, SAMSUN

*Bu galisma, Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan PYO.VET.1901.19.001 proje numarasi ile desteklenmistir.

Zehirlenme olgularinin laboratuvar teshisinde birgok zorluk bulunmaktadir ve bu zorluklarin
astlabilmesi icin zehirlenmeye neden olan veya insanlarda ve hayvanlarda suistimal edilme
potansiyeline sahip ilag ve diger kimyasal maddelerin gesitli 6rneklerde toplu olarak ve belirli
bir protokol icerisinde taranma islemine Sistematik Toksikolojik Analiz (STA) adi verilir. Bu
calismada veteriner hekimlikte zehirlenme siiphesi ile laboratuvara génderilen 6rnekler igin
etkin bir STA protokolii gelistirilmesi amaglandi. Calisma kapsaminda baslangi¢ olarak
laboratuvarimiz tecriibeleri ve literatiir taramasi esas alinarak tlkemizde ve 6zelde Samsun
Bolgesinde yasayan hayvanlarda siklikla akut zehirlenmeye neden olan maddeler; veteriner ve
beseri ilaglar, insektisitler, antikoagulan rodentisitler, alkaloidler, siyanir, etilen glikol ve
striknin olarak belirlendi. Bunlarin yaninda, Samsun bélgesinde ¢alisan veteriner hekimlere
uygulanmak lzere en sik karsilastiklari zehirlenmeler ile ilgili sorular igeren bir anket formu
hazirlanarak elektronik ortamda uygulandi. ilk etapta 20 veteriner hekimden (18 erkek, 2
kadin) toplanan yanitlar degerlendirildiginde son 5 yilda hayvanlarda en fazla gorilen
zehirlenme nedeninin pestisitler (basta organik fosforlu insektisitler olmak Uzere, diger
insektisitler, herbisitler ve rodentisitler) oldugu belirlendi. Bu bulgu baslangigtaki
tahminlerimize ve literatiir bilgisine uygun olmakla birlikte, en 6nemli ikinci zehirlenme
nedeninin ¢alisma kapsaminda ilk asamada degerlendirilmeyen zehirli hayvanlar (yilan, akrep,
bocek i1sirmalari) oldugu gorildi. Katilimcilarin yaridan fazlasi (n=11) zehirlenme siiphesi ile
laboratuvara hi¢ numune gdéndermedigini belirtirken, numune génderen klinisyenler (n=9) ise
anamnez ve klinik bulgular ile koyduklari zehirlenme teshisi ile laboratuvar sonuglarinin
genelde uyumsuz oldugunu bildirdi. Hazirlanan anketin daha genis gruplara uygulanarak elde
edilen verilerin degerlendirilmesinin, hayvanlardaki zehirlenme nedenlerinin daha net
belirlenerek analiz altyapisinin olusturulmasi ve llkemizde veteriner toksikoloji alaninda gok
fazla uygulamasi olmayan, numune alimindan raporlamaya kadar vyapilacak islemleri
standardize eden bir STA protokoliiniin uygulamaya konulmasi agisindan 6nemli oldugu

sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Sistematik toksikolojik analiz, veteriner hekimlik, zehirlenme
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Systematic Toxicological Analysis of Poisoning Suspected Samples in Veterinary Medicine*

Oguzhan YAVUZ, Orhan TOKUR, Zeyno NUHOGLU, Saima MUSHTAQ, Aylin PEHLIVAN, Ozge
MARANGOZ

Ondokuz Mayis University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and
Toxicology, SAMSUN

*This study was supported by Ondokuz Mayis University (Project No: PYO.VET.1901.19.001).

There are various challenges in laboratory diagnosis of poisoning cases and for solving these
problems, a comprehensive and systematic screening process, termed systematic
toxicological analysis (STA), is performed for poisons and abused drugs in specimens collected
from humans and animals. In this study, development of an effective STA protocol for
toxicological important specimens in veterinary medicine, was aimed. At the beginning of the
study, chemicals, which usually cause acute toxicity in animals in our country and especially in
Samsun, was determined as veterinary and human drugs, insecticides, anticoagulant
rodenticides, alkaloids, cyanide, ethylene glycol and strychnine based on our experiences and
literature data. In addition, an on-line questionnaire, consisting questions about frequent
poisonings, was prepared for veterinarians worked in Samsun Province. At the first stage,
answers collected from 20 veterinarians (18 men and 2 women) showed that the most
observed poisons were pesticides (mainly organophosphate insecticides, other insecticides,
herbicides and rodenticides). Although this finding is compatible with our predictions and
literature data, animal poisons (snake, scorpion, insect bites), which did not consider in the
first stage of the study, were indicated as the second most observed poisons. More than half
of participants (n=11) were declared that they have never sent a toxicological sample to the
laboratory and clinicians, who sent toxicological samples, were noticed their clinical diagnosis
was generally not compatible with laboratory results. It was concluded that evaluation of the
survey, applied wider groups was important for exact determination of poisoning causes in
animals, development of analytical infrastructure and generation of a STA protocol from

sample collection to reporting which is not usual in veterinary medicine in Turkey.

Key words: Poisoning, systematic toxicological analysis, veterinary medicine
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Kenevirin Siganlarda Fertilite Uzerine Etkileri

Serdal KURT?, M. Mesud HURKUL?

“IDicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, DIYARBAKIR
2Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiltesi, Farmasétik Botanik Anabilim Dali, ANKARA

Bu c¢alismanin amaci, sicanlarin gebeligi Uzerine kenevirin fizyolojik ve patoloji etkilerini
arastirarak elde edilen bulgularin sonraki yapilacak bilimsel ¢alismalara katki saglamasidir.
Kenevir (Cannabis sativa L.) ticari, farmakolojik ve tibbi olarak kullaniimaktadir. Kenevirin ana
psikotropik bilesigi delta-9 tetrahidrokanabinoldir (THC). Son yillarda insan ve hayvanlarin
doku sisteminde delta- 9 THC'ye yanit gosteren iki spesifik kanabinoid reseptori (CB1 ve CB2)
tanimlandi ve klonlandi. CB1 reseptorleri siganlarda ovaryum, uterus, testis, vas deferens,
idrar kesesi ve diger periferik endokrin ve nérolojik dokulara lokalize oldugu tespit edilmistir.
CB2 reseptorleri ise oldukga sinirli oldugu ve dominant olarak immun hiicrelerde bulundugu
bildirilmistir. Son zamanlarda bir¢ok ¢alisma endokannabinoidlerin sentezi ve metabolizmasi
Uzerinde yogunlasmistir. Endokannabinoidler hiicrelerin igine girdikten sonra bir membran
proteini olan enzim yag asidi amid hidrolaz tarafindan arasidonik aside pargalanmaktadir. Bu
hidrolitik metabolizmaya ek olarak, son galismalar endokannabinoidlerin siklooksijenazlar,
lipoksijenazlar ve sitokrom P450'ler de dahil olmak Uzere bir dizi yag asidi olan oksijenazlar
tarafindan oksidatif metabolizmaya maruz kaldiklarini gosterilmistir. Bu nedenle kannabinoid
sisteminin modulasyonu kannabinoid reseptorleri, endokannabinoid sentezi ve metabolizma
yollari dahil olmak Gzere ¢ok gesitli potansiyel hedeflerle gerceklestirildigi anlasiimistir. Ayrica,
kenevirin disi sicanlarda endokronolojik degisimler (izerine etki ettigi bildirilmistir. Sonug
olarak endokannabinoidlerin, reseptorlerinin ve metabolize edici enzimlerinin roll gebeligin

fizyolojisi ve pato-fizyolojisine etki ettigi gorllmektedir.

Anahtar kelimeler: Fertilite, kenevir, sigan.
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The Effect of Cannabis on Fertility in Rats

Serdal KURTY, M.Mesud HURKUL?

Dicle University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology,
DIYARBAKIR
2Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Botany, ANKARA

The aim of this study was to investigate the physiological and pathological effects of cannabis
on the pregnancy of rats and to contribute to the subsequent scientific studies. Cannabis
(Cannabis sativa L.), is used commercially, pharmacologically and medicinally. The main
psychotropic compound of cannabis is delta-9 tetrahydrocannabinol (THC). In recent years,
two specific cannabinoid receptors (CB1 and CB2) have been identified and cloned in the
tissue system of humans and animals responsive to delta-9 THC. CB1 receptors have been
found to be localized to ovary, uterus, testis, vas deferens, bladder and other peripheral
endocrine and neurological tissues in rats. But, CB2 receptors have been reported to be very
limited and found to be dominant in immune cells. Recently, several studies have focused on
the synthesis and metabolism of endocannabinoids. Once the endocannabinoids have been
introduced into the cells, they are broken down into arachidonic acid by the enzyme fatty acid
amide hydrolase, a membrane protein. In addition to this hydrolytic metabolism, recent
studies have shown that endocannabinoids are exposed to oxidative metabolism by a number
of fatty acids, including cyclooxygenases, lipoxygenases, and cytochrome P450s. Thus, it has
been found that the modulation of the cannabinoid system is accomplished by a wide variety
of potential targets including cannabinoid receptors, endocannabinoid synthesis and
metabolic pathways. In addition, cannabis has been reported to affect endochronological
changes in female rats. In conclusion, the role of endocannabinoids, receptors and

metabolizing enzymes appears to affect the physiology and pathophysiology of pregnancy.

Keywords: Cannabis, fertility, rat.
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Ciftlik hayvanlarinda oksidatif stresin fertilite Gizerindeki rolii

Serdal KURT", M. Mesud HURKUL?

!Dicle Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali, DIYARBAKIR
2Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Botanik Anabilim Dali, ANKARA

Bu ¢alismanin amaci oksidatif stresin hayvanlarda fertilite Gizerine etkisini arastirmaktir. Oksidatif
stres, vlcuttaki oksidan ve antioksidan maddeler arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. RO,
RCOO., H,0,, HO. gibi oksidanlar, hiicresel metabolizma sirasinda bir yan riin olarak ortaya
¢tkmaktadirlar. Oksidan maddeler kendi kendilerini indirgeye bilme ve diger molekilleri
oksitleyebilme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, oksidan maddeler sperm ve oositlerde
deoksiribontikleik asit, lipit, protein ve membran hasari olusturabilmektedirler. Bu nedenlerden
dolayr oksidatif stres, oosit gelisimi, oosit maturasyonu, steroid hormonu mekanizmasi,
ovulasyon, ovaryum fonksiyonlari, embriyo gelisimi, embriyo implantasyonu, endometriyum ve
gebelik Gzerinde zararl etkilere sahiptir. Dahasi, oksidatif stres sperm hareketliligini azaltir ve bu
tir spermler servikal mukus, oosit vitellin membran ve zona pellucida'ya niifuz etmez ve akrozom
reaksiyonlari bozulur. Dolayisiyla, ciftlik hayvanlarinda antioksidan uygulamalarinin fertilite
Uzerine liyilestirici etkileri bulunmaktadir. Sonug¢ olarak, antioksidanlar tarafindan nétralize
edilemeyen oksidan maddelerin sperm, semen, oosit, embriyo ve gebelik gibi fertilite
parametreleri (izerinde yikici etkilerinin oldugu belirtildi. Bu nedenlerden dolayi oksidatif stres

hayvanlarda fertilite oraninda diisise veya infertiliteye yol agabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, fertilite, hayvan, oksidatif stres.
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The role of oxidative stress on fertility in farm animals

Serdal KURT", M. Mesud HURKUL?

Dicle University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology, DIYARBAKIR
2Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Botany, ANKARA

The objective of this study was to research the effect of oxidative stress on fertility in animals.
Oxidative stress is defined as an imbalance between oxidant and antioxidant substances in the
body. Oxidants substances such as RO., RCOO., H,0, HO. arise as a by-product during cellular
metabolism. Oxidants substances have the ability to reduce themselves and oxidize other
molecules and also give rise to deoxyribonucleic acid, protein, membrane and lipid damage in
oocyte and sperm. Therefore, oxidative stress has detrimental effects on oocyte development,
steroid hormone mechanism, oocyte maturation, ovulation, ovary functions, embryo
development and implantation, endometrium, and pregnancy. Also, oxidative stress decreases
sperm motility, and such spermatozoa do not penetrate into cervical mucus, oocyte vitelline
membrane and zona pellucida, and acrosome reactions are impaired. Therefore, antioxidant
administrations in farm animals have positive effects on fertility. In conclusion, it was stated
oxidant substances that cannot be neutralized by antioxidants have a destructive effect on
fertility parameters such as sperm, semen, oocytes, embryos and pregnancy. So, oxidative stress

can lead to a decrease in fertility or infertility in animals.

Keywords: Animal, antioxidant, fertility, oxidative stress.
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Alkalin komet yontemi kullanilarak diklofenak sodyum genotoksisitesinin in vitro incelenmesi

Anil YILMAZ, Sevtap AYDIN

Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali, ANKARA

Diklofenak sodyum, analjezik, antipiretik ve anti-enflamatuar aktiviteye sahip steroid olmayan
anti-enflamatuar bir ilag (NSAID) olmakla birlikte osteoartrit, romatoid artrit ve alkiloz edici
spondilit gibi romatoid hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Ayni zamanda segici
olmayan bir geri dontisimlu ve rekabetgi bir siklooksijenaz dnleyici (COX) olup, arasidonik asidin
prostaglandin oncillerine donisimini engeller. Anti-enflamatuar etki gosteren birgok
maddenin, DNA metabolizmasini etkiledigi ve bu nedenle genetik materyalde hasara yol
acabilecegi 6ne surilmektedir. Diklofenak sodyum hem kisa stireli hem de uzun siireli tedaviler
icin onerilmektedir. Genotoksisite testi, ilaglar ve kimyasallar igin glivenlik degerlendirmesinin
onemli bir bileseni haline gelmistir. Diklofenak sodyumun genotoksik potansiyelleri tzerine
¢alismalar olmasina ragmen, genotoksik mekanizmalarinin netlestirilmesi gerekir. Bu galismanin
amaci, diklofenak sodyumun, V79 Cin hamster fibroblast hiicrelerinde sitotoksik olmayan
dozlarda (1-100 uM) DNA hasarina ve genis doz araliginda (1-3200 uM) hiicre canliligi (izerine
etkilerini degerlendirmektir. Sitotoksisite, MTT yontemi kullanilarak belirlenmistir. Diklofenak
sodyumun V79 hiicrelerinde genotoksik ve antigenotoksik 6zellikleri 50 uM H,0; ile muamele
olup/olmaksizin alkalin komet yontemi kullanilarak (tek hiicre jel elektroforezi) belirlendi. Hiicre
canhhgi, 200 uM'den daha yiiksek konsantrasyonlarda diklofenak sodyum ile muamele edilmis
V79 hiicrelerinde doza bagh olarak 6nemli 6lglide azaldi. IC50 dozu 705 uM’idi. Diklofenak
sodyum tek basina kullanildiginda, ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (1-100 uM) DNA hasarina
neden olmamistir. 1-10 uM arasindaki konsantrasyonlarda, diklofenak sodyum H,0; kaynakli DNA
hasarini 6nemli 6lglide degistirmedi; Bununla birlikte, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
diklofenak sodyum, H,0, kaynakli DNA hasarini énemli 6lglide arttirdi. Calismanin sonuglari,
diklofenak sodyumun, daha vyiksek dozlarda oksidatif DNA hasarini artirabilecegini
gbstermektedir. Sonug olarak, ¢calismamizda gozlenen oksidatif stres ile diklofenak sodyumun
olasi genotoksisitesi, genotoksisite mekanizmasinin ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Comet yéntemi, diklofenak sodyum, DNA hasari, genotoksisite, oksidatif stres.
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In vitro investigation of diclofenac sodium genotoxicity using alkaline comet assay

Anil Yilmaz, Sevtap Aydin

Hacettepe University,Faculty of Pharmacy,Department of Pharmaceutical Toxicology, ANKARA

Diclofenac sodium, nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) with analgesic, antipyretic and
anti-inflammatory activity, is widely used in the treatment of rheumatoid diseases such as
osteoarthritis, rheumatoid arthritis, and alkylosing spondylitis. It is also a non-selective reversible
and competitive inhibitor of cyclooxygenase (COX), subsequently blocking the conversion of
arachidonic acid into prostaglandin precursors. Many substances with an anti-inflammatory
action are suggested to influence DNA metabolism and thus can give rise to damage in the genetic
material. Diclofenac sodium is recommended for both short term and the long term treatments.
Genotoxicity testing has become a crucial component of safety evaluation for drugs and
chemicals. Although there are studies on the genotoxic potentials of diclofenac sodium, its
genotoxic mechanisms needs to be clarified. The aim of this study was to evaluate the effects of
diclofenac sodium on cell viability in a wide range of doses (1-3200 uM) and DNA damage at non-
cytotoxic doses (1-100 puM) in V79 Chinese hamster fibroblast cells. The cytotoxicity was
determined using MTT assay. The genotoxic and antigenotoxic properties of diclofenac sodium in
V79 cells treated with/without 50 UM H,0,, was determined by the alkaline comet assay (single
cell gel electrophoresis). The cell viability significantly decreased in a dose dependent manner in
V79 cells treated with diclofenac sodium at the concentrations higher than 200 uM. ICso dose was
705 uM. When diclofenac sodium is used alone, it did not cause DNA damage at all studied
concentrations (1-100 uM). At the concentrations between 1-10 uM, diclofenac sodium did not
significantly change H202-induced DNA damage; however at the concentrations of 50 uM and 100
UM diclofenac sodium significantly increased H,0,-induced DNA damage. The results of the study
show that diclofenac sodium may increase oxidative DNA damage at higher doses. In conclusion,
the possible genotoxicity of diclofenac sodium with oxidative stress observed in our study may

contribute to reveal its genotoxicity mechanism.

Keywords: Comet assay, diclofenac sodium, DNA damage, genotoxicity, oxidative stress.
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Salvia officinalis L. Esansiyel Yaginin Kimyasal igeriginin Taranmasi ve Veteriner Fitoterapi

Yo6niinden Degerlendirilmesi

MustafaYiPEL, Nurullah OZDEMIR

Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali,
TEKIRDAG

Bu calismada, baslica karminatif, antispazmodik, antienflamatuar, antimikrobiyal, etkilere sahip
Salvia officinalis L. (adagayi) bitkisinin esansiyel yagindaki biyoaktif maddelerin kimyasal
iceriklerinin taranmasi ve Veteriner fitoterapide potansiyel kullanim endikasyonlari (stomatit,
gingivit, midede gaz birikmesi, diare, kognitif disfonksiyon) dogrultusunda degerlendirilmesi
amaglandi. Aktarlardan temin edilen bitkinin sap ve yapraklari uygun sartlarda kurutulduktan
sonra yapraklari 6giitiliip toz hale getirildi. Ogiitilmis bitkiden 50 g tartilarak bir cam balon
icerisine alindi. Uzerine 200 ml distile su eklenerek clevenger aparatinda 3 saat boyunca
kaynatildi. Ug saatlik hidrodistilasyon islemi sonucunda 0.8 ml esansiyel yag elde edildi. islem
sonunda elde edilen esansiyel yagin kimyasal icerik analizi, gaz kromotografisi kiitle
spektrofotometresi (GC-MS)'nde gergeklestirildi. Yapilan GC-MS analizi sonucunda bitki esansiyel
yaginda 35 kimyasal madde belirlenirken, icerikte % 43.22 ile en yiiksek oranda bir monoterpen
(1,8-Cineole) belirlendi. Calismada elde edilen adagayr esansiyel yaginin yiksek oranda
antienflamatuar, antimikrobiyal, antitimoral, analjezik, hipotansif, antioksidan ve akarisit
aktiviteye sahip 1,8-sineol (cineole, Okaliptol) icerdigi tespit edildi. Dolayisiyla Veteriner
Hekimliginde adagay! yaginin bazi bakteriyel, timoral, kardiyovaskiiler ve paraziter hastaliklarda

kullanim potansiyeline sahip oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Adagayi, Esansiyel yag, Hidrodistilasyon, Veteriner Fitoterapi, 1,8-cineol
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Screening of the Chemical Composition of Salvia officinalis L. Essential Oil and Evaluation in

Terms of Veterinary Phytotherapy
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In this study, screening of the chemical bioactive contents of the sage (Salvia officinalis L.) oil
which has carminative, antispasmodic, anti-inflammatory, antimicrobial effects and evaluate the
potential use in Veterinary Phytotherapy (Stomatitis, gingivitis, flatulence, diarrhea, cognitive
dysfunction) was aimed. Plant specimens obtain from local herbal market, after drying under
suitable conditions the stems and leaves were milled and powdered. 50 g of sample was weighed
into a glass balloon. After adding 200 ml of distilled water, plant material was hidrodistilated for
3 hours by a Clevenger apparatus system. Over 0.8 ml of essential oil was obtained after 3 hours
hidrodistilation procedure. At the end of procedure the essential oil was sent to the laboratory
for chemical content analysis by gas chromatography mass spectrophotometer (GC-MS). As a
result of GC-MS analysis, 35 chemical substances were determined with the highest rate 43.22 %
of a monoterpene (1,8-cineol). Fennel oil obtained in the study was found to contain 1,8-cineol
(cineole, eucalyptol) with a high rate that has an anti-inflammatory, antimicrobial, antitumoral,
analgesic, hypotensive effects, antioxidant and acaricidal activity. Therefore, it was revealed that
sage oil has the potential to be used in some bacterial, tumoral, cardiovascular and parasiter

diseases in Veterinary medicine.

Keywords: Essential oil, Hidrodistilation, Sage, Veterinary phytotherapy, 1,8-cineol
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Kirmizi Yanakl Su Kaplumbagalarinda (Trachemys scripta elegans) Asiklovirin

Farmakokinetigi Uzerine Benzilpenisilinin Etkisi
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*Bu arastirma Kastamonu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetimi Koordinatérligii tarafindan
desteklendi (Proje No. KU-BAP01/2018-66).

Bu arastirmanin amaci, kirmizi yanakh su kaplumbagalarinda asiklovirin farmakokinetigi
Uzerine benzilpenisilinin etkisini belirlemektir. Arastirmada, saglikli, 0.3-0.6 kg canh agirliga
sahip 6 adet kirmizi yanakl su kaplumbagasi kullanildi. Kaplumbagalara asiklovir (40 mg/kg)
ve benzilpenisilin (30 mg/kg) damar ici uygulandi. Calisma uygulamalar arasi temizlenme
stresi 30 gun olmak Uzere, iki asamada capraz farmakokinetik dizayna (3 x 3) gore
gerceklestirildi. Kan 6rnekleri, ilag uygulamasi 6ncesi (0.saat) ve ilag uygulamalarini takip eden
0.25.,, 05,1, 2,4, 6., 8., 12, 24, 36., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde toplandi. Asiklovirin
plazma konsantrasyonu yiiksek basingl sivi kromotografisi - FLD kullanilarak 6lgtldi.
Farmakokinetik parametreler iki kompartmanli disa actk modele gére hesaplandi. Asiklovirin
tek uygulamasini takiben eliminasyon yarilanma omri (ti/2g), egri altinda kalan alan (AUC),
total vicut klerensi (Cly) ve kararli durum dagiim hacmi (Vgss) sirasiyla 20.12 saat, 1372
saat*pg/mL, 0.03 L/saat/kg ve 0.84 L/kg idi. Benzilpenisilin uygulamasi asiklovirin t1/,5 AUC ve
Vgss' ni artirirken Cly’ ni azaltti (P<0.05). Bu sonuglar kaplumbagalarda eszamanli uygulamayi
takiben benzilpenisilin asiklovirin farmakokinetigini degistirdigini ortaya koydu. Ancak

etkilesimin molekiiler mekanizmasinin belirlenmesi igin daha fazla galismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Asiklovir, benzilpenisilin, kaplumbada, farmakokinetik.
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Effect of Benzylpenicillin on Acyclovir Pharmacokinetics in Red-Eared Slider Turtles
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The aim of this study was to determine the effect of benzylpenicillin on the pharmacokinetics
of acyclovir in red-eared slider turtles (Trachemys scripta elegans). Six clinically healthy red-
eared slider turtle weighing 0.3-0.6 kg were used for the study. Acyclovir (40 mg/kg) and
benzylpenicillin (30 mg/kg) were administered intravenously to turtles. In the study, the cross-
pharmacokinetic design (3 x 3) with a 30-day washout period were performed in two periods.
Blood samples were collected prior to treatment (0.h) and at 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36,
48, 72, 96, ve 120 h after drug administration. Plasma concentrations of acyclovir were
assayed using the high performance liquid chromatography - FLD method. Pharmacokinetic
parameters were calculated by two-compartment open pharmacokinetic model. Following
the administration of acyclovir alone, elimination half-life (ti/2), area under the plasma
concentration-time curve (AUC), total clearance (Clt) and volume of distribution at steady
state (Vass) were 20.12 h, 1372 h*pg/mL, 0.03 L/h/kg ve 0.84 L/kg, respectively.
Benzylpenicillin administration increased ti/28, AUC and Vgss while decreased Clr of acyclovir
(P<0.05). These results showed that benzylpenicillin changed the pharmacokinetics of
acyclovir following simultaneous administration in turtles. However, further research is

needed to determine molecular mechanism of interaction in turtle.

Keywords: Acyclovir, benzylpenicillin, pharmacokinetics, turtles.
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Levofloksasinin farmakokinetigi (4 mg/kg) hem tek basina hem de tolfenamik asit (2 mg/kg)
ve fluniksin meglumin (2.2 mg/kg) ile kombine damar i¢i uygulamasini takiben koyunlarda
belirlendi. Calismada 6 adet saglkli Akkaraman koyun (1.5 - 2.4 yas ve 48 + 6 kg canl
agirhiginda) kullanildi. Arastirma, 15 glinliik arinma periyodunu takiben 3 periyotta, 3 tedavi
dizayni ile gergeklestirildi. Plazma levofloksasin konsantrasyonu yiiksek performansli sivi
kromotografisi ile 6l¢lldi ve iki kompartmanli disa agik model ile analiz edildi. Levofloksasinin
tek uygulamasini takiben ortalama dagilim yarilanma émrd, eliminasyon yarilanma 6mrdi, total
klerens, kararli durum dagilim hacmi ve egri altinda kalan alan sirasiyla 0.20 saat, 1.82 saat,
0.39 L/saat/kg, 0.96 L/kg ve 10.40 saat*ug/mL idi. Tolfenamik asit ve fluniksin meglumin ile
kombine uygulama, levofloksasinin yavas eliminasyonuna ve plazma konsantrasyonunun
artmasina neden oldu. Dozaj rejiminde yapilacak degisiklik ile levofloksasin, koyunlarda
enfeksiyon ve yangi durumlarinda terepétik etki icin tolfenamik asit ve fluniksin meglumin ile

etkili bigcimde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Farmakokinetik, fluniksin meglumin, koyun, Levofloksasin, tolfenamik asit.
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The pharmacokinetics of levofloxacin (4 mg/kg), administered both alone and in combination
with the tolfenamic acid (2 mg/kg) and flunixin meglumine (2.2 mg/kg), was established after
intravenous administration in sheep. Six healthy Akkaraman sheep (1.5 - 2.4 years and 48 + 6
kg of body weight) were used for the study. The study was carried out according to a 3-period,
3-treatment longitudinal design with the washout period of 15 days. Plasma levofloxacin
concentrations were assayed by the high performance liquid chromatography method and
analysed according to the two-compartment open model. Following the administration of
levofloxacin alone, the mean distribution half-life, elimination half-life, total clearance,
volume of distribution at steady state and area under the plasma concentration-time curve
were 0.20 h, 1.82 h, 0.39 L/h/kg, 0.96 L/kg, and 10.40 h*ug/mL, respectively. Tolfenamic acid
and flunixin meglumine caused the slow elimination and increased plasma concentrations of
levofloxacin in combination administration. Levofloxacin with an alteration in dosage regimen
can be used effectively with tolfenamic acid and flunixin meglumine for a therapeutic effect

in the infections and inflammatory conditions in sheep.

Keywords: Flunixin meglumine, Levofloxacin, pharmacokinetics, sheep, tolfenamic acid.
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tarafindan desteklendi (Proje No. KU-BAP01/2018-72).

Bu arastirmanin amaci ratlarda karragenin ile indiiklenen akut pence 6deminde, farkh bahk
tirlerinden elde edilen mukusun antiinflamatuvar etkinligini belirlemektir. Deneysel asamada
toplam 42 adet rat rastgele ve esit 7 gruba ayrilarak kullanildi. Akut penge 6demi ratlara %1’lik
0.1 mL karragenin uygulanarak indiiklendi ve Karragenin uygulamasindan 1 saat dnce ratlara
gastrik gavaj yontemiyle 25 mg/kg tek doz diklofenak ve gokkusagi alabaligl, kaynak alabaligi,
levrek ve gipura baliklarindan elde edilen liyofilize mukus uygulandi. Karragenin uygulamasi
takiben 4. saatte penge dokulari alindi. Alinan pence dokulari, hematoksilen-eozin boyamayla
histopatolojik ve RT-q(PZR) ile sitokin (TNF-a, IL-16, IL-6, IL-10, TGF-8), antioksidan belirtegler
(Cat ve SOD) ve COX-2 mRNA ekspresyonu yoninden degerlendirildi. Histopatolojik
degerlendirmede, karragenin neden oldugu 6dem ve yangisal hiicre infiltrasyonunu tim balk
mukuslarinin azalttigi belirlendi. Karragenin neden oldugu /L-18 mRNA ekspresyonundaki
artisi gokkusag alabaligl ve ¢ipura baligi mukusu, /L.-6 mRNA ekspresyonundaki artisi ise
gokkusagi ve kaynak alabaligi ile gipura baligi mukusu 6nemli oranda distrdu (P<0.05).
Gokkusagi alabaligi mukusu uygulanan grupta SOD mRNA ekspresyonu karragenin grubuna
gore yiksekti (P<0.05). Sonug¢ olarak farkli balk tlrlerinden elde edilen mukusun

antiinflamatuvar etkisi olabilir.
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The objective of the current study was to determine the anti-inflammatory effects of mucus
collected from different fish species on the acute rat paw edema induced by carrageenan. In
the experimental stage, forty-two of rats were randomly grouped into seven groups and
tested. Acute paw edema was induced by 1 % of 0.1 mL carrageenan, and a single dose of
diclofenac and lyophilized mucus of rainbow trout, brook trout, sea bass, and sea bream (25
mg/kg) was administered through gastric gavage one hour prior to carrageenan treatment.
Following four hours, rat paws were harvested. In this study, we investigated expressions of
cytokines (TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10, and TGF-8), antioxidant makers (CAT and SOD), and COX-2
using q(PCR) and also histopathological evaluation was performed by hematoxylin-eosin
staining. In the histopathological evaluation, it was determined that treatment of mucus of all
fishes diminished carrageenan-induced edema and inflammatory cell infiltration. While
upregulation of /L-18 mRNA induced by carrageenan was decreased by the mucus of rainbow
trout and sea bream, increase in expression of /L-6 mRNA was reduced by the mucus of
rainbow trout, brook trout, and sea bream (P <0.05). mRNA expression of SOD was higher in
the rainbow trout mucus group than the carrageenan-induced group (P <0.05). In conclusion,
we may conclude that mucus obtained different fishes may anti-inflammatory effects.

Keywords: Carrageenan, inflamation, fish mucus.

442



P30

Fare, insan ve Kedi Beta-1 Adrenerjik Reseptorlerinde GG4 (GXXXG) Motif Farkliliklari
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Beta-adrenerjik reseptorler, beta-1, beta-2 ve beta-3 alt tiplerine sahiptirler. Beta-adrenerjik
reseptorlerin, otonom, kardiyovaskuler, solunum ve metabolik islevler lizerinde énemli rol
oynadigl ve her (i¢ reseptor alt tipinin sinyal iletiminde Gq tipinde G-proteini Gizerinden hiicre
icinde cAMP miktarini yikselterek etki ettikleri bilinmektedir. Ortak sinyal iletim sistemine
karsin, bu reseptor alt tiplerinin kalp, damarlar ve metabolizma tzerinde farkli etkileri oldugu
bilinmektedir. Son yillarda beta-adrenerjik reseptoérlerin potasyum, kalsiyum ve gegici
potansiyel reseptor (TRP) iyon kanallari ile etkilestikleri gosterilmistir. Reseptor ve enzimlerin
birbirleri ile etkilesmelerinde GXXXG (GG4) motifinin rol oynadigi gosterilmistir. Reseptor alt
tipleri arasindaki farkhliklara ek olarak, tiirler arasinda da farklhk oldugu bilinmektedir. Bu
¢alismada, insan, fare ve kedi beta-1 adrenerjik reseptorleri arasinda GG4 motif farkhhklarinin
arastirilmasi amaglanmis ve bu amaca yonelik olarak, insan, fare ve kedi beta-1 adrenerjik
yapisina ait bilgiler UniProt web server kullanilarak elde edildikten sonra GNU/Linux isletim
sistemi ve ClustalW programi ile islenmistir. Calismada incelenen tiirlere ait beta-1 adrenerjik
reseptorlerin hepsinin yapisinda GG4 motifinin var oldugu gorilmustiir. Fare ve insan
reseptorlerinin her birisinde 2 adet, kedi beta-1 adrenerjik reseptor yapisinda ise 4 adet GG4
motifi bulunmustur.  Calismamizdan elde edilen sonuglar isiginda, beta-1 adrenerjik
reseptorler ile ilgili arastirmalarda, deney hayvani olarak fare kullaniimasinin daha dogru

olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Beta-1 adrenerjik reseptér, biyoinformatik, GG4 motif
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Beta-adrenergic receptors are classified as beta-1, beta-2 and beta-3 adrenergic receptors.
Beta-adrenergic receptors play role on many physiological functions like autonomic,
metabolic, cardiovascular and respiratory systems. Gs type G-proteins relay the signals of all
three types of beta-adrenergic receptors via increasing the amount of intracellular cAMP but
their actions on heart, vessels and metabolism differ. Interactions of these receptors with the
potassium-, calcium- and transient receptor potential (TRP) ion channels are reported
recently. The interactions of receptors and/or ion channels are mediated by special regions
of proteins like GXXXG (GG4) motif. In addition to the receptor subtype based differences,
species-specific differences are known to exist. The aim of our study was to investigate GG4
based differences between beta-1 adrenergic receptors of human, cat and mouse. The
structural information of beta-1 adrenergic receptors were downloaded from the UniProt web
servers and processed using GNU/Linux operating system and ClustalW programme. GG4
motifs were observed on the beta-1 adrenergic receptors of human, cat and mouse. There
were four GG4 motifs on the beta-1 adrenergic receptors of cat but only two GG4 motifs on
the mouse and human receptors. As a conclusion, the use of mouse will be better choice

rather than cat for the experiments on beta-1 adrenergic receptors.

Keywords: Beta-1 adrenergic receptor, bioinformatics, GG4 motif.
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Plasental Transport Proteinleri ve Cevresel Kirleticiler
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Plasentada bulunan trofoblast hiicrelerindeki transport proteinleri, ksenobiyotiklerin
transplasental yer degisiminde (hiicre igerisine alinmasi, uzaklastirilmasi) gérev alarak, fetiisii
maternal toksinlerden korumakla gorevlidir. Cevresel kirleticiler; bu transport proteinleriyle
etkilesime girmekte, ifadelerini arttirip, azaltabilmekte, toksikokinetik ve toksikodinamik
yonden islevsel bozukluklara neden olabilmektedir. Cevresel kirletici maruziyetine bagli olarak
islevselligi degisen ve bozulan membran transportlari nedeniyle, bu maddeler plasental
bariyeri gegerek plasental kan dolasimina gegebilmektedir. Bu kirleticiler, fetliste yapisal
anomaliler, fonksiyonel bozukluklar, konjenital neoplazi, blyime geriligi, erken dogum,
vitamin D yetersizligi, sistemik inflamasyon, disiik dogum agirlig, preterm dogum, erigkin
koroner arter ve diyabet hastaliklarina temel olusturacak epigenetik ve glukoz
metabolizmasinda degisiklikler, gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi, abortus ve fetis
olimiine neden olabilmektedir. Cevresel kirleticiler arasinda kalici organik kirleticiler (KOKlar)
uzun mesafelere tasinabilmeleri, ¢evrede kalici olmalari, ekosistemde biyoakiimile ve
biyomagnifiye olmalari nedeniyle kiiresel olarak endise olusturan kimyasallar olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan arastirmalarin  ¢ogunlugu, kirletici miktarinin  tespiti,
kirleticilerin fetls Gzerine etkileri, sinirli sayidaki plasental membran proteinlerinin ifadelerine
ybnelik olup, o6zellikle karisim ve disik doz maruziyeti degerlendirildiginde, bunlarin
arasindaki iliskiyi gésteren bir ¢alismanin bulunmamasi, bu arastirmalarin gercek yasam
maruziyet senaryolari temelinde olmamasi, kimyasallarin etkilerinin ayri ayri degerlendirilmis
olmasi bu konunun ¢alisiimasi gerektigini ortaya koymaktadir. Saglikli fotal gelisim igin
maternal-fotal bariyer etkinliginin belirlenmesinde transplasental proteinlerin islevini ortaya
¢ikarilacaktir. In utero maruziyet nedeniyle, gevresel kirleticilerden uzaklagsabilme imkani
olmayan; organ sisteminin, detoksifikasyon enzim ve diger mekanizmalarin iglevselligini
kazanamamis fetis, popllasyon igerisinde en duyarli gruptur. Bu nedenle plasental koruma
mekanizmalarindan en énemlisi olarak kabul edilen transport proteinlerinin multidisipliner
bakis acisiyla arastirimasi, cevresel kirleticilerin fetlise gec¢mesini engelleyecek
mekanizmalarin olusturulmasi ve desteklenmesinde ileri farmakolojik arastirmalarin temelini
olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Cevresel Kirleticiler, membrane transport proteinleri, plasenta.
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Transport proteins in the trophoblast cells in the placenta are responsible for the
transplacental displacment of the xenobiotics (taking them in and out of cells) and protecting
the fetus from maternal toxins. Environmental pollutants; they interacts with these transport
proteins, increases and decreases their expression, and causes toxicokinetic and
toxicodynamically functional disorders. Related to membrane transports whose functionality
changes and deteriorates due to environmental pollutant exposure, these substances can pass
through the placental barrier and into the placental bloodstream. These pollutants; structural
anomalies in the fetus, functional disorders, congenital neoplasia, growth retardation,
premature birth, vitamin D deficiency, systemic inflammation, low birth weight, changes in
epigenetic and glucose metabolism that will form the basis of adult coronary artery and
diabetes diseases, gestational hypertension, preeclampsia, abortion and fetus death.
Permanent organic pollutants (POPs) among environmental pollutants are considered to be
globally concern because they can be transported over long distances, are persistent in the
environment, bioaccumulated and biomagnified in the ecosystem. The majority of studies are
aimed at determining the amount of pollutant, the effects of pollutants on the fetus, the
expression of a limited number of placental membrane proteins, especially when the mixture
and low-dose exposure are evaluated, the absence of a study showing the relationship
between them however these studies are not based on real life exposure scenarios. The fact
that it was evaluated separately reveals that this issue should be studied. The function of
transplacental proteins will be revealed in determining maternal-fetal barrier activity for
healthy fetal development. Due to in utero exposure, there is no possibility to move away
from environmental pollutants; The fetus is the most susceptible group in the population.
Therefore, multidisciplinary investigation of transport proteins, considered to be the most
important of placental protection mechanisms, will form the basis of advanced
pharmacological research in establishing and supporting mechanisms to prevent the transfer
of environmental pollutants to the fetus.

Keywords: Environmental Pollutants, membrane transport proteins, placenta.
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Kitosan Biyopolimeri ile Birlikte Kullanilan Plateletten Zengin Plazmanin (PRP), in Vitro
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PRP, otolog kanin santrifiij edilmesiyle trombosit miktarinin arttirilmasina dayanir ve
icerisinde dokularin yenilenmesinde ve yara iyilesmesinde rol oynayan birgok bliyime faktori
ve sitokinler bulunmaktadir. Ayrica igerdigi antimikrobiyal molekdiller sayesinde yara
bolgesindeki enfeksiyonlarin azaltilmasinda da goérev almaktadir. PRP’nin enjeksiyon ile
uygulamasi yapilmasi hedef bolgeye kan dolasimi ile taginabilen birgok trombosit ve blyiime
faktorleri ulagabilmesini saglamaktadir. PRP’nin bu 6zelligine ek olarak biyouyumlu polimer
olan kitosan ile birlikte kullanilarak fibroblast hiicre gogalmasini ve antimikrobiyal etkinin
artmasini amagladik. Kitosan biyolojik olarak uyumlu ve yara iyilesmesi (izerinde olumlu
etkilere sahip dogal bir polimerdir. L929 fibroblast hiicre hattinda MTT testi yapilarak hiicre
canliligi  degerlendirilmistir. Olen hiicrelerin apoptotik-nekrotik yolaklardan hangisini
sectiginin belirlenmesi icin hiicreler boyanarak floresan mikroskop yardimiyla incelenmistir. in
vitro yara iyilesmesi galismasi ile iki boyutlu olarak yara kapanmasi degerlendirilmistir. Bu
calisma, kitosan ile birlikte kullanilan PRP’nin yara iyilesmesini arttirabilecegini ileri sirmistar.
Antibakteriyel ve antifungal etkilerini incelemek i¢in mikro diliisyon testi (MIC) testi, biyofilm
olusturup olusturmadiklarini belirlemek amaciyla kristal viyole ile boyama yontemi
kullanilmistir. Antimokrobiyal ¢alismalarda Staphylococcus aureus (S.Aureus), Streptococcus
mutans (S.mutans),Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA), vankomisine direngli
enterokoklar (VRE), Escherichia coli (E.Coli), Candida albicans mikroorganizmalari
kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore kitosan biyopolimeri ile birlikte kullandigimiz
PRP’nin diger gruba gbre hiicre canhhgini,yara kapanma oranini daha fazla arttirdigi ve
antibakteriyel etki gosterdigi goriilirken antifungal etki géstermemistir. E.coli, S. mutans ve S.

Aureus bakterilerinde biyofilm olusmunun engellendigi ortaya ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, hiicre kiiltiiri, kitosan, plateletten zengin plazma.
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PRP is based on increasing the amount of platelets by centrifuging autologous blood and
contains many growth factors and cytokines that play a role in the regeneration of tissues and
wound healing. In addition, thanks to the antimicrobial molecules it contains, it also take a
part in reducing infections in the wound area. The application of PRP by injection allows many
platelets and growth factors to reach the target site by blood circulation. In addition to this
feature of PRP, we aimed to increase fibroblast cell proliferation and antimicrobial effect by
using with biocompatible polymer chitosan. Chitosan is very biocompatible natural polymer
which has positive effect on wound healing. Cell viability was measured by MTT test in L929
fibroblast cell line. In order to determine the apoptotic-necrotic pathway of died cells, staining
was done and analyzed by fluorescence microscopy. Two-dimensional wound closure was
evaluated with the in vitro wound healing studies. This study suggested that PRP used in
combination with chitosan could enhance wound healing. Micro dilution test (MIC) test was
used to investigate the antibacterial and antifungal effects, and crystal violet staining method
was used to determine whether they form biofilms. Staphylococcus aureus (S.Aureus),
Streptococcus mutans (S.mutans), Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
vancomycin resistant enterococci (VRE), Escherichia coli (E.Coli) and Candida albicans
microorganisms were used in antimicrobial studies. According to our results, PRP which we
used together with chitosan biopolymer increased the cell viability, wound closure rate and
antibacterial effect more than the other group, but did not show antifungal effect. Biofilm

formation was prevented in E.coli, S. mutans and S. Aureus bacteria.

Keywords: Antimicrobial, cell culture, chitosan, platelet rich plasma.
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Mitokondriler, solunum zinciri veya elektron tasima zinciri (ETZ) icinde meydana gelen
oksidatif fosforilasyon (OXPHQOS) yoluyla, hiicresel enerjinin ana kaynagl olan adenozin
trifosfat (ATP) Uretiminde rol oynayan sitoplazmik organellerdir. Hiicrenin homeostazinin
sirdlrilmesi ve enerji Uretiminin saglanmasinda mitokondriler 6nemlidir. Mitokondriyal
disfonksiyonlar genel olarak ATP seviyesi, ETZ enzim aktiviteleri, mitokondriyal DNA (mtDNA),
mitokondriyal igerik, mitokondriyal membran potansiyeli, ROS iretimi, bozulmus apoptoz,
laktat seviyesi ve hiicre ici kalsiyum icerigi gibi ¢cok sayida mitokondriyal fonksiyon
gostergelerindeki  bozukluklarla tanimlanir. Mitokondriyal disfonksiyonun nedenleri
mitokondriyal ve genomik DNA mutasyonlari, siiper kompleks destabilizasyon, mitokondriyal
protein birikimleri, endoplazmik retikulum stresi, yaslanma, statin gibi ksenobiyotiklere maruz
kalma ve modern yasam tarzidir. Hicre iginde saghkh mitokondri varhgi flizyon,
fragmentasyon ve mitofaji arasindaki dengeye baglidir. Bu dengenin bozulmasi tiim hiicre
fonksiyonlarini farkli sekilde etkiler. Bozulan mitokondri dinamigi, mitokondri islevinin
bozulmasina ve hiicrede enerji agiginin olusmasina ve bu olaylarin sonucunda bazi
hastaliklarin gelisimine neden olur. Mitotik hiicrelerde kanser olusumuna neden olan bu
mekanizma, post-mitotik hlcrelerde ise norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir.
Mitokondriyal disfonksiyonlarin, karaciger, kalp, kas, bobrek ve sinir gibi yliksek eneriji ihtiyaci
olan organlarin hastaliklarinin etiyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu sunum gesitli
hastaliklarda mitokondriyal disfonksiyonun rollnii ortaya koymak ve bu hastaliklarda erken
terapotik miidahale igin mitokondrilerin hedef olarak diistinilebilecegi hakkinda bilgi vermeyi

amaglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin trifosfat, hiicre homeostazi, mitokondri, mitokondriyal DNA
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The Role of Mitochondrial Dysfunction in Diseases

Hatice ESER FAKI, Bunyamin TRAS

University of Selcuk, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and Toxicology,
KONYA

Mitochondria are cytoplasmic organelles that play a role in the production of adenosine
triphosphate (ATP), the main source of cellular energy through oxidative phosphorylation
(OXPHOS) that occurs within the respiratory chain or electron transport chain (ETC).
Mitochondria play an important role in maintaining cell homeostasis and energy production.
Mitochondrial dysfunctions are generally characterized by impairments in numerous
mitochondrial function indicators such as ATP level, ETC enzyme activities, mitochondrial DNA
(mtDNA), mitochondrial content, mitochondrial membrane potential, ROS production,
impaired apoptosis, lactate level and intracellular calcium content. The causes of
mitochondrial dysfunction are mitochondrial and genomic DNA mutations, supercomplex
destabilization, mitochondrial protein accumulations, endoplasmic reticulum stress, aging,
exposure to xenobiotics such as statins, and modern lifestyle. The presence of healthy
mitochondria in the cell depends on the balance between fusion, fragmentation and
mitophagia. Disruption of this balance affects all cell functions differently. Impaired
mitochondrial dynamic causes disruption of mitochondrial function and the formation of
energy deficit in the cell and the development of certain diseases as a result of these events.
This mechanism, which causes cancer formation in mitotic cells, causes neurodegenerative
diseases in post-mitotic cells. It is known that mitochondrial dysfunction plays a role in the
etiology of diseases of organs with high energy needs such as liver, heart, muscle, kidney and
nerve. This presentation aims to reveal the role of mitochondrial dysfunction in various
diseases and to give information about the mitochondria as a target for early therapeutic

intervention in these diseases.

Keywords: Adenosine triphosphate, cell homeostasis, mitochondria, mitochondrial DNA
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Oksitetrasiklin iceren Veteriner Miistahzarlarin Etken Madde Diizeyleri Uzerine Farkh

Saklama Sartlarinin Etkileri

Shahram SAGHAELIY, Ender YARSAN?

10rumieh islamik Azad Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
2Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal

Galismanin amaci, veteriner hekimlikte yaygin sekilde kullanilan antibakteriyel ilaglardan
Oksitetrasiklinin farkli saklama kosullarinda etken madde diizeylerinin degerlendirilmesidir.
Bu kapsamda olacak sekilde agilmamis haldeki orjinal ambalajlarinda ve kapagi agilmis
sekildeki ilaglar oda isisinda, karanlikta ve buzdolabi ortaminda farkh siirelerde bekletilerek
etkin madde analizleri gergeklestirildi. Bu amagcla 100 mg/ml etkin madde oksitetrasiklin iceren
iki mistahzar incelendi. Bu amagla ayni seri numarasina sahip 5’er ilag farkli saklama
kosullarinda muhafaza edildi, baslangigta, 3, 6 ve 9. aylarda etkin madde miktarlari analizleri
yapildi. Miktar analizleri HPLC ile gergeklestirildi. Ayrica ilaglarin kullanilma sireleri dikkate
alinarak; kapagi agilan ilaglardan 24 ve 48. saatlerde de analizler yapildi. Analizler sonucu elde
edilen veriler rakamsal olarak (ppm ve grafikte etkin madde miktariyla) degerlendirildi.
Oksitetrasiklin iceren (geleneksel) ve normal oda sartlarinda muhafaza edilen A ve Yeni kapagi
acllmis ilag igin 3., 6. ve 9. ayda elde edilen sonuglar sirayla 6.14+0.32, 6.50+0.19; 5.58+0.00,
6.3810.20 ve 6.0810.10, 6.45+0.32 ppm olarak elde edildi. Karanlikta muhafaza edilen A ve
yeni kapagl agilmis ilag icin 3., 6. ve 9. ayda elde edilen sonuglar sirayla 6.29+0.27, 6.3710.34;
5.3010.04, 6.30£0.17 ve 5.97£0.13, 5.86+0.06 ppm olarak; buzdolabi sartlarinda muhafaza
edilen A ve yeni kapagi agilmis ilag icin de 3., 6. ve 9. ayda elde edilen sonuglar sirayla
7.55+0.15, 7.48+0.11; 5.36%0.05, 5.81+0.20 ve 6.06£0.36, 5.72+0.07 ppm olarak belirlendi. A
ve B spesiyaliteleri analiz donemlerinde olacak sekilde birbiriyle de karsilastirildi. Buna gore
normal oda sartlarinda muhafaza edilen A ve B ilaglari igin baslangigta, 24.saat, 48.saat, 3., 6.,
ve 9. aylarda gerceklestirilen analizlerde etken madde dizeyleri sirasiyla (8.350.26,
7.7740.55), (8.10+1.02,7.82+0.20), (7.50£0.58, 7.17+0.36), (6.14+0.32, 6.88+0.20),(5.58+0.00,
4.9040.16) ve (6.0810.10, 6.0810.05) ppm olarak tespit edildi. Karanlik sartlarinda muhafaza
edilenler igin; sirasiyla (8.76x0.43, 8.42+0.25), (8.02+0.61,7.65+0.48), (8.14+0.08, 7.07+1.28),
(6.2940.27, 6.37+0.10), (5.30£0.04, 6.07+0.26) ve (5.97+0.13, 5.400.72) ppm olarak;
buzdolabi sartlarinda muhafaza edilenler i¢cin de (7.24+0.49, 7.3310.36), (9.07+0.27,
8.20+0.00), (7.5440.62,7.23+0.25), (7.55+0.15, 6.94+0.40), (5.36+0.05, 6.23+0.03) ve
(6.0610.36, 5.26+0.19) ppm olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Etken madde, ilag, oksitetrasiklin, saklama sartlari, veteriner.
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Active Matter Levels in the original and open forms of the veterinary preparations kept
under different storage conditions and containing oxytetracycline

Shahram SAGHAEI*, Ender YARSAN?

slamic Azad University, Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and
Toxicology, IRANIAN
2Ankara University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
ANKARA

The purpose of the study is to evaluate the active matter level of oxytetracycline, which are
used widely in veterinary medicine. Within this scope, the preparations in their original
packages and in opened packages have been kept under room temperature, in the dark and
in the refrigerator for different periods and they have been analyzed for active matters. For
this purpose, 1 preparations containing oxytetracyline (100 mg/ml of active matter), have
been examined. 5 each drugs with the same serial number for each preparation have been
kept under different storage conditions. Initially, active matter quantities have been analyzed
in the 3st, 6rd and 9th months. Quantities have been analyzed by means of HPLC. Besides,
considering the life cycles of the drugs, those with open packages have been analyzed in the
24th and 48th hours as well. The data, obtained as a result of analysis have been evaluated
quantitatively (ppm and active matter quantity in graphics). The results obtained from a drug
A containing oxytetracycline (traditional) and kept under normal room conditions and from a
newly unwrapped drug in the 3st, 6rd and 9th months are given below respectively:
(6.14+0.32, 6.50+0.19), (5.58+0.00, 6.380.20) and (6.08+0.10, 6.45£0.32) ppm. The results
oblained from a drug A, kept under the dark and from a newly unwrapped drug, in the 3st, 6rd
and the 9th months are given below respetively: (6.2910.27, 6.37+0.34),(5.30£0.04,
6.30+0.17) and (5.9740.13, 5.86+0.06) ppm. The results obtained from a drug A, kept in the
refrigerator and from a newly unwrapped durg, in the 3st, 6rd and 9th months are given below
respectively: (7.55+0.15, 7.48+0.11), (5.36+0.05, 5.81+0.20) and (6.06+0.36, 5.72+0.07) ppm.
The specialities of A and B have been compared during analysis periods. Thus, active matter
levels obtained from the drugs A and B initially under normal room conditions in 24 hours, 48
hours, 3st, 6rd and 9th months are determined respectively as follows: (8.35+0.26, 7.77+0.55),
(8.10+1.02,7.82+0.20), (7.50+0.58, 7.17+0.36), (6.14+0.32, 6.88+0.20),(5.58+0.00, 4.90+0.16)
and (6.08+0.10, 6.08+0.05)ppm.The results from the durgs kept under the dark are as follows
respectively: (8.76+0.43, 8.42+0.25), (8.020.61,7.65+0.48), (8.14+0.08, 7.07+1.28),
(6.29+0.27, 6.37+0.10), (5.30+0.04, 6.07+0.26) and (5.97+0.13, 5.40£0.72) ppm. The results
from the drugs kept in the refrigerator are as follows respectively: (7.24+0.49, 7.33+0.36),
(9.07+0.27, 8.20+0.00), (7.54+0.62,7.23+0.25), (7.55+0.15, 6.94+0.40), (5.36%0.05, 6.23+0.03)
and (6.06+0.36, 5.26+0.19)ppm.

Keywords: Avtive matter, drug, oxytetracycline, storage conditions, veterinary.
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Hayvan Yetistiriciligi ve Gida Uretim Yerlerinde Dezenfektan Kullanimi

Cansu ONCU ALGAN, Emine BAYDAN

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Ankara.

Hayvancilik isletmelerinin toplum ve g¢evre saghgina zarar vermeyen, ¢evre kirliligine sebep
olmayan, hayvan saghgi ve gida glvenligi ile ilgili tim mevzuatlari uygulayan, hayvan refahini
ve givenligini saglayacak sekilde kurulmasi gerekir. Gida isletmelerinde hijyen, besinlerin
retimi, muhafazasi ve tasinmasi asamalarini kapsar. Tim bu asamalara ek olarak besinlerin
satis ve tiiketiminin saghga uygun kosullarda yapilmasini igerir. Hayvan yetistiriciligi ve gida
isletmelerinde uygulanan dezenfeksiyonun amaci; mikroorganizma sayisini, hayvan saghgini
ve gida hijyenini bozabilecek, tiiketicinin saghgini etkileyecek seviyelerin altina dislirmektir.
Bu nedenle, bulasik mikroorganizmalarin ortamdan uzaklastirilmasi, tiremelerinin énlenmesi
ve yeniden bulasmalarinin engellenmesi gerekmektedir. Uygulanan dezenfeksiyonun basarisi;
ortamin temizlik derecesine, ylzey kosullarina, mevcut mikroorganizma tiirline, ortam
sicakligina, secilen dezenfeksiyon tipine ve uygulama sekline bagli olarak degisiklikler gosterir.
Bu yazida yetistiricilikte ve gida isletmelerinde kullanilacak olan dezenfektanlarin segiminde
nelere dikkat edilmesi gerektigi, temizlik ve dezenfeksiyon basamaklari, uygulanan
dezenfeksiyon yontemleri ve kullanim alanlarina gére dezenfektanlarin belirtilmesi

amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Dezenfektan, gida, hayvancilik isletmeleri.
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Use of Disinfectants in Food Production Areas and Animal Breeding

Cansu ONCU ALGAN, Emine BAYDAN

Ankara University Faculty of Veterinary Medicine Department of Pharmacology and Toxicology,
ANKARA

Animal breeding facilities must be established in a manner that they do not harm public and
environmental health and cause environmental pollution while they apply all the regulations
related to animal health and food safety and ensure animal welfare and security. Hygiene in
food production facilities includes the stages of food production, preservation and
transportation. In addition to all these steps, hygiene in food production facilities includes the
sale and consumption of nutrients under the conditions consistent with health. The aim of
disinfection applied in animal breeding and food production facilities is to reduce the number
of microorganisms below the levels which might impair the animal health and food hygiene
and affect the health of the consumer. Therefore, it is necessary to remove the contaminated
microorganisms, prevent their reproduction and re-contamination. The success of the
disinfection applied changes depending on the cleanliness degree the environment, surface
conditions, the type of present microorganism, the ambient temperature, the type of
disinfection selected and the method of application. In this article, it is aimed to give
information about the parameters that should be considered in the selection of disinfectants
for their use in animal breeding and food production facilities and also about cleaning and
disinfection steps, disinfection methods which are being applied and disinfectants based on

their area of use.

Keywords: Animal breeding facilities, disinfectan, food.
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Cad'da Antidiyabetik Olarak Kullanilan Bitkiler

Allafouza Tidjani MAHAMAT, Levent ALTINTAS

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, ANKARA

Afrika Kitasi cok sayida, gesitli sifali bitki barindirir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gére, Afrika halkinin
%80'inden fazlasi saglik problemleriyle basa gikmak igin geleneksel tip ve farmakopesi tercih
etmektedir. Dlinyada 300.000'den fazla sifali bitki tlrl vardir ve bunlarin da 200.000'den fazlasi
Afrika'nin tropikal bolgelerinde yetisir. Bitkilerde bulunan, 6zellikle alkaloidler, flavonoidler ve
tanenler gibi etkin gruplar; hipoglisemik veya antidiyabetik aktivitede 6nemli etkiye sahiptir ve bu
durum yapilan galismalar ile de ortaya konmustur. Yalniz; tedavi amaciyla kullanilan bitkisel
Urtnler; farmasotik ilaglara gore, hafif de olsa daha zehirli olarak kabul edilir. Bu sebeplerle de
artik glinimuzde ilag endUstrisi, bitkiler Gzerinde yapilan etnobotanik ¢alismalara daha fazla

6nem verir duruma gelmistir.

Cad’da vyetisen antidiyabetik etkiye sahip bitkilerin baslicalari; Boscia senegalensis (Pers.)
(Cappardiaceae), Picralima nitida Stapf (Apocynaceae), Vernonia colorata Drake (Asteraceae),
Colocynthis vulgaris Schrad. (Cucurbitaceae), Bauhinia rufescens Lam (Fabaceae), Catharanthus
roseus (L.) G. Don (Apocynaceae), Eucalyptus citriodora (Hook) (Myrtaceae), Oxytenanthera
abyssinica (A. Rich) Murno (Poacea), Sclerocarya birria (A. Rich) Hochst (Anacardiaceae),

Mitragina inermis O. Kuntz (Rubiaceae)’dir.
Bu calismada; Cad'da yetisen ve hipoglisemik etkiye sahip olan bazi bitkilerin; dagilimlari,
morfolojik ozellikleri ve tedavi amaciyla kullanimlarina yonelik genel bir bilgi verilmesi

amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik bitkiler, cad, geleneksel tip.
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Antidiabetic Plants Used in Chad
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ANKARA

The African continent is home to numerous, varied medicinal plants. According to the World
Health Organization, more than 80% of African people prefer traditional medicine and
pharmacopoeia to cope with health problems. There are over 300,000 species of medicinal plants
in the world, of which more than 200,000 grow in tropical regions of Africa. Active groups in
plants, in particular alkaloids, flavonoids and tannins; has effect hypoglycemic or antidiabetic
activity, and this situation has been demonstrated by studies. Alone; herbal products used for
therapeutic purposes; It is considered to be more toxic effect has, albeit mildly, than
pharmaceutical drugs. For these reasons, nowadays, the pharmaceutical industry gives more

importance to ethnobotanical studies on plants.

The main antidiabetic plants grown in Chad are; Boscia senegalensis (Pers.) (Cappardiaceae),
Picralima nitida Stapf (Apocynaceae), Vernonia colorata Drake (Asteraceae), Colocynthis vulgaris
Schrad. (Cucurbitaceae), Bauhinia rufescens Lam (Fabaceae), Catharanthus roseus (L.) G. Don
(Apocynaceae), Eucalyptus citriodora (Hook) (Myrtaceae), Oxytenanthera abyssinica (A. Rich)
Murno (Poacea), Sclerocarya birria (A. Rich) Hochst (Anacardiaceae), Mitragina inermis O. Kuntz

(Rubiaceae).

It is purposed in this study for some information antidiabetic plants grown in Chad about

distributions, morphological characteristics and their use for therapeutic purposes.

Keywords: Antidiabetic plants, chad, traditional medicine.
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Bazi Organik Klorlu Bilesikler ve Poliklorlu Bifenillerin Balik Hiicre Hatti Uzerindeki

Proliferatif/Antiproliferatif Etkisi

Orhan TOKUR, Abdurrahman AKSOY

Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Veterinerlik Farmakoloji ve Toksikolojisi AD, SAMSUN

Endustriyel gelisim her yil cok sayida kimyasal maddenin dogaya karismasina neden olmaktadir.
Bazi kimyasallarin kullanimlari toksik etkileri nedeniyle yasaklanmis veya kisitlanmis, bazilarinin
kullanimlari ise halen tartismalidir. Bunlar arasinda, saghk lizerindeki ¢ok sayida olumsuz etkisi
ispatlanan poliklorlu bifeniller (PCB’ler) ve organik klorlu bilesiklerin (OC’ler) kullanimlari 1970°li
yillardan itibaren birgok Ulke tarafindan yasaklanmistir. Bu maddeler endokrin ve reprodiiktif
sisteme zarar vermekte, kansere yol agmalarinin yaninda hiicre biiyimesi ve proliferasyonunu
etkilemekte ve ayrica yasaklanmalarinin Gzerinden 40 yili agkin siire gegmesine ragmen halen
cevresel ve biyolojik 6rneklerde tespit edilmektedirler. Bazi arastirmalarda PCB ve OC'lerin
Ostrojenik etkileri ile hiicre proliferasyonunu artirdigi belirtilirken bazi arastirmalarda ilgili
bilesiklerin antiproliferatif etki gosterdigi ortaya konulmustur. Bu g¢alismada, PCB ve OC'lerin
proliferatif/antiproliferatif etkisi, 6nemli akuatik kirleticiler olmalari dolayisiyla EPC (Epithelioma
Papulosum Cyprinii) balik hiicre hatti Gzerinde in vitro olarak arastirilmistir. 9 farkli OC bilesigi
(Grup 1; 2,4-DDT, 4,4-DDT, 2,4-DDE, 4,4-DDE, gamma-HCH, beta-HCH, alpha-HCH,
hexachlorobenzene, aldrin) ve 9 farkli PCB (Grup 2; PCB-28, PCB-52, PCB-70, PCB-99, PCB-118,
PCB-138, PCB-153, PCB-180, PCB-208) bilesigi hiicre vasati icerisinde 25 ng/mL ve 100 ng/mL
konsantrasyonlarda hazirlanarak JULI-BR canl hicre gorintileme sistemi ile 72 saatlik
proliferasyon testi gergeklestirilmistir. Test sonucunda kontrol grubu (% 166) ile
karsilastirildiginda; PCB grubunun 25 ng/mL konsantrasyonda proliferasyonda onemli bir
degisiklige yol agmadigi (%181), 100 ng/mL konsantrasyonda ise proliferasyonu durdurdugu (%
7); OC grubunun 25 ng/mL konsantrasyonda proliferasyonu durdurdugu (% 8), 100 ng/mL
konsantrasyonda ise proliferasyonu durdurdugu ve bir miktar azalttigi (- % 16) tespit edilmistir.
Calismada denenen konsantrasyonlarda PCB ve OC'lerin antiproliferatif etki gosterdigi, doza
bagimli olarak 6zellikle OC bilesiklerin proliferasyon tizerindeki baskilayici etkilerinin daha siddetli

oldugu ve daha genis doz araliklari ile yapilacak denemelere ihtiya¢ duyuldugu anlagiimistir.

Anahtar Kelimeler: Organik klorlu bilesikler, poliklorlu bifeniller, proliferasyon.
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Proliferative/Antiproliferative Effect of Selected Organochlorine Compounds (OCs) and

Polychlorinated Biphenyls (PCBs) on A Fish Cell Line

Orhan TOKUR, Abdurrahman AKSOY

Ondokuz Mayis University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Veterinary Pharmacology and
Toxicology, SAMSUN

Industrial development causes many chemicals to enter the environment every year. Some
chemicals have banned or restricted due to their toxic effects, while others are still controversial.
Among these, the use of polychlorinated biphenyls (PCBs) and organochlorine compounds (OCs),
that have been shown to have many adverse effects on health, have been banned by many
countries since the 1970s. PCBs and OCs usually affect the endocrine and reproductive systems,
besides being known to cause cancer; they also affect cell growth and proliferation. Although over
40 years have passed since their ban, they are still detected in environmental and biological
samples. In some studies, it was stated that PCB and OCs increase cell proliferation due to their
estrogenic effects, while in others it has been shown that PCBs and OCs have inhibitory effects on
cell proliferation. In this study, the proliferative / antiproliferative effects of PCBs and OCs were
investigated in vitro on EPC (Epithelioma papulosum cyprinii) fish cell line as these substances are
important aquatic pollutants. 9 different OC compounds (Group 1; 2,4-DDT, 4,4-DDT, 2,4-DDE,
4,4-DDE, gamma-HCH, beta-HCH, alpha-HCH, hexachlorobenzene, aldrin) and 9 different PCBs
(Group 2; PCB-28, PCB-52, PCB-70, PCB-99, PCB-118, PCB-138, PCB-153, PCB-180, PCB-208) were
prepared in medium at 100 ng / mL and 25 ng / mL concentrations and 72 hours proliferation test
was performed with JULI-BR live cell analyzer. When compared with the control group (166%) it
was found that; PCB group did not cause a significant change in proliferation at a concentration
of 25 ng / mL (181%), but proliferation ceased at a concentration of 100 ng / mL (7%); OC group
ceased proliferation at a concentration of 25 ng / mL (8%) and besides ceasing proliferation, total
number of cells decreased slightly (-16%) at a concentration of 100 ng / mL concentration. It was
understood that PCBs and OCs showed antiproliferative effect at the tested concentrations, and
the antiproliferative effect of OC compounds were more severe dose-dependently. It was
concluded that more studies with wider dose ranges are needed to explain the effects of PCBs

and OCs on proliferation.

Keywords: Organochlorine compunds, polychlorinated biphenyls, proliferation.
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ineklerde Kuru Dénem Tedavisinde Cephapirin Benzathine ile Cephapirin

Benzathine+Proteolitik Enzimlerin Etkinliginin Karsilastiriimasi
Merve SARIOGLU

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kayseri

Bu ¢alismada, subklinik mastitisli stit ineklerinde, kuru dénem tedavisinde; cephapirin benzathine
ile cephapirin benzathine+proteolitik enzim igeren ticari preparatin karsilastirilarak; proteolitik
enzimlerin etkinligi ve antibiyotik tedavisine olan etkisi ortaya konulmasi amaglanmistir.
Calismanin materyalini en az bir laktasyon donemi gegirmis ineklerde yapilan klinik muayaneler,
California Mastitis Test (CMT), Somatik Hiicre Sayisi (SHS) ve mikrobiyolojik incelemeler
sonucunda Staphylococus aureus ile enfekte oldugu tespit edilen 81 subklinik mastitisli meme
lobu olusturmustur. Gruplardaki inekler aseptik sartlara uyularak kuruya ayrilmistir. Birinci gruba
300 mg Cephapirin benzathine, 10 mg tripsin ve 10 mg kemotripsin iceren ticari kuru dénem
preparati uygulanirken, ikinci gruba sadece 300 mg cephapirin benzathine iceren preparasyon
verilmistir. Kontrol grubuna karsilastirmak amaciyla ilacin tasit maddesini iceren aseptik meme
tlipd uygulanmistir. Dordiincii gruba ise sadece 10 mg tripsin ve 10 mg kemotripsin iceren meme
tlpd uygulanmistir. Kuruya cikarilan ineklerden alinan siit 6rneklerinin SHS verileri normal
dagilima uygun hale gelmesi igin Logoritma 10 tabaninda donisim uygulanmistir. Buna gére Grup
1'in postpartum 2. hafta alinan 6rnegi 5,09 bulunurken, Grup 2'nin postpartum 2.hafta SHS 5,17
Grup 3’Un postpartum 2.hafta SHS 5,66, Grup 4’iin ise 5,36 bulunmustur. Gruplar arasi
postpartum 2. hafta sayisal ve istatistiksel olarak anlaml bir farka rastlanmazken Grup 1 ve Grup
2’deki donemler arasi SHS degerleri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (Grup 1 P<0,006; Grup
2 P<0,008).

Mikrobiyolojik olarak prepartum ve postpartum 1. ve 2. haftadaki iyilesme oranlari
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli dizeyde fark tespit edilmistir (P< 0,001). Ancak,
postpartum 1. ve 2. haftadaki mikrobiyolojik iyilesme, gruplar arasinda sadece sayisal olarak fark
gbstermistir (p > 0,05).

Sonuglar degerlendirildiginde mikrobiyolojik iyilesme yoniinden Grup 1, Grup 2 ve Grup 4'te
istatistiki olarak farkin énemli oldugu, ancak Grup 4’teki iyilesme oraninin diger gruplara goére
sayisal olarak ytiksek ¢cikmasi sadece enzim uygulamalarinin S. aureus’larin neden oldugu subklinik
ve/veya klinik mastitislerde tercih edilebilecegini kanaatini olusturmustur.

Anahtar kelimeler: Cephapirin benzathine, inek, Kuru dénem, proteolitik enzim, subklinik mastitis.
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Comparison of Effectiveness of Cephapirin Benzathine and Cephapirin Benzathine+Proteolytic

Enzymes in the Treatment of Dry off in Cows

Merve SARIOGLU

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences, KAYSERI

In this study, it was aimed to put forth in dry cows in subclinical mastitis dairy cows; comparing
the commercial preparation containing cephapirin benzathine and cephapirin benzathine +
proteolytic enzyme; the efficacy of proteolytic enzymes and their effect on antibiotic therapy.
The material of the study consisted of 81 subclinical mastitis breast lobes infected with
Staphylococus aureus as a result of clinical examinations, California Mastitis Test (CMT), Somatic
Cell Count (SCC) and bacteriological examinations performed in cows that had at least one
lactation period. The udder drying off quartes lobes included in the study were distributed equally
among the groups according to the severity of the infection and the type of agent. The cows in
the group were separated into the drying off quarters according to aseptic conditions. The first
group received 300 mg of Cephapirin benzathine, 10 mg of trypsin and 10 mg of chemotrypsin,
while the second group received only 300 mg of cephapirin benzathine. Aseptic mammary tube
containing vehicle substance of the drug was applied to the control group for comparison. The
fourth group received a mammary tube containing only 10 mg trypsin and 10 mg chemotrypsin.
In order to make the SCC data of the milk samples taken from dry cows suitable for normal
distribution, transformation was performed on Logoritma 10 base. According to this, it was found
that the sample taken in Group 1 in Postpartum 2nd week was 5.09, while SCC 5.17 in Group 2
postpartum 2nd week was SCC 5.66 in Postpartum 2nd week and 5.36 in Group 4. While there
was no statistically significant difference between the groups in the postpartum 2nd week, SCC
values between the periods, in Groups 1 and 2 were found to be statistically significant.

When the microbiological recovery rates of prepartum and postpartum 2 weeks were compared,
a statistically significant difference was found (p <0.001). However, microbiological improvement

at postpartum 2 weeks showed only numerical differences between the groups (p> 0.05).

Key words: Cow, dry period, cephapirin benzathine, proteolytic enzyme subclinical mastitis.
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Kedilerde ve Kopeklerde Agir Metal Maruziyetinin Belirlenmesi
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Agir metaller, 6zellikle sanayi bolgeleri ve bliyik sehirlerde insan ve evcil hayvanlar igin
glinimuiziin en onemli gevre kirleticileri arasinda yer almaktadir. Bu galismada kedi ve
kopeklerde 6nemli agir metallerle maruziyetin belirlenmesi ve tespit edilen agir metal
yogunluklari ile tiir, yas, cinsiyet gibi faktorler arasindaki iliskinin incelenmesi amaglandi.
Calismanin ilk etabinda, biiylik sehirde yasayan 8 kedi (5 disi ve 3 erkek) ve 16 kbpekten (7 disi
ve 9 erkek) kan ve serum 6rnekleri alinarak, krom (Cr), bakir (Cu), mangan (Mn), ginko (Zn),
kadmiyum (Cd), kursun( Pb) ve arsenik (As) seviyeleri indiiktif Olarak Eslesmis Plazma-Optik
Emisyon Spektrometresi (ICP-OES) ydntemi ile 6lciildii. incelenen agir metallerin hepsi gesitli
yogunluklarda en az bir érnekte tespit edildi. Cr, Cu, Mn ve Zn hem kedi hem de képeklerde
butln 6rneklerde tespit edilirken, en az bulunan agir metal As oldu (her iki tlirde n=4). Tiirler
arasl karsilastirmada Cd (kedi ve képeklerde sirasiyla 0.10+0.00 ve 0.32 +0.29 pg/dL) ve Pb
(kedilerde 1.81+2.82 pg/dL, kopeklerde 7.06+9.11 pg/dL) yogunluklarinin istatistiksel olarak
farkli oldugu gorildi (p<0.05). Cinsiyetler arasi farka bakildiginda kedilerde highir
parametrede fark bulunmazken (p>0.05), kdpeklerde Cu seviyesinin disilerde daha yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05). Hayvanlarin yasi agisindan higbir agir metal igin istatistiksel bir fark
bulunmadi (p>0.05). Bu ¢alisma ile kedi ve kopeklerde incelenen biitiin agir metallere farkli
yogunluklarda maruziyet oldugu gorildii ve insanlarla ¢ok yakin iliskide olan bu hayvanlardaki
maruziyetin periyodik araliklarla izlenmesi ve daha genis gruplarda yasam ortami, beslenme
aliskanliklari, vicuttaki eser elementler gibi diger faktorlerle birlikte degerlendirilmesi
gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Agir metal, kedi, képek, kan, serum.
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The Evaluation of Heavy Metal Exposure in Cats and Dogs
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Today, heavy metals are among the most important pollutants, especially in industrial and
urban areas. In this study, the determination of heavy metal exposure in cats and dogs and
relationships between some factors, such as species, age, gender, were aimed. Blood and
serum samples were collected from 8 cats (5 females and 3 males) and 16 dogs (7 females and
9 males), which were living in urban areas, and chrome (Cr), copper (Cu), manganese (Mn),
zinc (Zn), cadmium (Cd), lead (Pb) and arsenic (As) levels were measured by inductively
coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES) technique in the first stage of the
study. All the investigated heavy metals were detected in at least one sample. While Cr, Cu,
Mn, and Zn were detected in all samples, As was the least detected heavy metal (n=4 for each
species). For the comparison of species, Cd (0.10+0.00 and 0.32+0.29 pg/dL in cats and dogs,
respectively) and Pb (1.8142.82 pg/dL in cats, 7.0649.11 pg/dL in dogs) concentrations were
observed statistically different (p<0.05). There was no difference between genders in cats
(p>0.05), however, Cu levels were determined higher in females in dogs (p<0.05). There was
no statistical difference between the ages of animals for all heavy metals (p>0.05). In this
study, heavy metal exposures were observed in different concentrations in cats and dogs and
it was concluded that the exposure of heavy metals in these animals, which are in close
relationship with humans, should be periodically monitored and evaluated with other factors,

such as living environment, feeding behaviours, trace elements in the body.

Key words: Blood, cat, dog, heavy metal, serum.
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Pharmacokinetics and Tissue Residues of Meloxicam in Geese: Computing A Theoretical

Effective Dose
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Meloxicam (MLX) is one of the most commonly NSAIDs used in veterinary medicine to relieve
pain. Although its wide use, no report exists about its pharmacokinetics in the goose. The
purpose of this study was two-folds: 1) to determine the pharmacokinetic profile of MLX in
geese after intravenous (IV) and oral (PO) administration and Il) to assess tissue residues in
muscle, heart, liver, lung and kidney. Ten clinically normal females of Bilgoraska geese
underwent a 3phase parallel study with a 3-week washout period. In phase | animals received
MLX (0.5 mg/Kg) by IV administration; the blood was collected up to 48h. In the phase Il and
Il geese were treated orally at the same dosage for the collection of blood and tissue samples,
respectively. After the extraction procedure, a validate HPLC method with UV detection was
used for plasma and organs analysis. The plasma concentrations were quantifiable up to 24 h
after both the administrations. The clearance was slow (0.01 L/h*Kg), the volume of
distribution small (0.05 L/Kg) and consequently the half-life was short (5 h). After PO
administration Cmax and Tmax were 5.19%+1.25 ug/mL and 2.62+1.19 h, respectively. The
bioavailability was 64.20+23.99% and the MAT value was 2.37£3.11 h. The therapeutic plasma
concentration of MLX in geese has yet to be determined. In Hispaniolan Amazon parrots, it
has been shown that a mean plasma concentration of 3.5 pug/mL provided analgesia. In the
present study the AUC(0-24) value able to provide the average plasma concentration of 3.5
ug/mL is 84 mg*h/L. If MLX is anticipated as concentration dependent drug in geese, the
effective dose should be 1.26+0.39 mg/Kg. Residues of MLX were lower the LOQ (0.1 pg/Kg)
in any tested tissue and at any collection time. However, MLX concentrations in the first 10 h
after PO administration in tissues were not evaluated in the present research, thus it is not

excluded that quantifiable MLX residues may be present.

Keywords: Analgesic; HPLC, geese, pharmacokinetics.
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Vilazodone (VLZ) is a drug approved for the treatment of major depressive disorder in humans,
but no data is available for dogs. Trazodone is another phenylpiperazine chemical derivative
which is used as an off-label medication for long term treatment of anxiety disorders in dogs
and as anxiolytic after surgery. VLZ might have the potential to have better pharmacokinetic,
pharmacodynamic and safety profiles than trazodone in the dog as theorized in human beings.
The present study was aimed to evaluate the pharmacokinetics of a single oral 40 mg dose of
VLZ in Labrador dogs in fasted and fed conditions. Six healthy Labrador dogs were used. Dogs
were randomly divided in to two (n=3) groups according to a cross-over study design (2x2).
Group | was administered with VLZ at 40 mg/dog after fasting over-night. Group Il was fed
prior to and 15 min after administration of the same dose. A two-weeks washout period was
observed. A validated UHPLC-MS/MS method was used in order to analyse VLZ concentrations
in plasma samples: it was detectable in dogs’ plasma in two different windows of time (30 min
to 10 h for the fasted group and 4 h to 35 h for the fed group). The values for t1/2Az were
statistically different between the groups (fed, 4.6+ 1.1 h vs fasted, 1.7 £0.2 h). Tmax
drastically changed between the groups (fed, 10 h vs fasted, 1.5 h), while Cmax did not
significantly varied (fed, 39.4 + 5.6 ng/mL vs fasted, 38.7 + 4.8 ng/mL). The AUC value was
always statistically highest in the fed group. As a result, the average relative oral fasted
bioavailability of VLZ was low, 28.8 + 6.1%. In conclusion, feeding can affect the VLZ

pharmacokinetics in the dog.

Keywords: Dogs, LC-MS/MS, pharmacokinetics, unfed-fed, vilazodone.
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Ozet

Kovan drinleri, gevre Kkirleticilerin bir gostergesi olarak kabul edilir. Bal ve balmumunda
pestisitlerin  varhgi, tuketiciler igin bir saglik tehlikesi olusturabilir. Bu ¢alismanin amaci,
israil ve Tirk bal / balmumu &rneklerindeki pestisit profilini, insan saghg yéniinden
belirlemektir. Bal ve balmumuna bulasan en az iki pestisit ayni anda belirlenmis,
bunlardan amitraz metabolitleri ve kumafosa daha sik rastlanmistir. Neonikotinoid insektisitler
ve 2,4-diklorofenoksiasetik asit sadece bir bal 6rneginde bulunmusken, daha fazla
lipofilik  pestisitler  ¢ogunlukla  balmumunda  bulunmustur.  Risk degerlendirmesi bal

icin yapilmis ve insanlar igin gézardi edilebilir degerler bulunmustur.

Anahtar kelimeleBal, balmumu, gida glivenligi, pestisitler, risk degerlendirmesi

Abstract

Beehive products are considered sentinels for environmental pollutants. The presence of
pesticides in honey and beeswax may pose a health hazard to consumers. The study’s aim was
to determine the profile of pesticides in Israeli and Turkish honey and beeswax samples in
relation to human risk assessment. At least two pesticides contaminated the honey and
beeswax samples simultaneously, in which, amitraz metabolites and coumaphos were
frequently detected. The neonicotinoid insecticides and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, were
found only in honey samples, whereas the more lipophilic pesticides were predominantly found
in beeswax. The risk assessment performed for honey, indicated negligible risk to humans.

Keywords: pesticides, honey, beeswax, food safety, risk assessment
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Introduction

Pesticide residues acquired by bee foragers outside of the colony are of concern. We
now know that a variety of pesticides used in honey bee colonies can have adverse, sub lethal
effects on individual bees (Kasiotis et al., 2014). Several studies claimed that pesticides tend
to accumulate in hives, mainly in honey, beeswax and pollen (Bommuraj et al., 2019;
Kasiotis et al., 2014; Calatayud-Vernich et al., 2019). Forager honeybees from colonies
placed in natural ecosystems and agricultural crops carry numerous environmental
chemicals from air, soil, water, and vegetation, which accumulate in their hives mainly within
honey, beeswax and pollen (Calatayud-Vernich et al., 2019). Hence, honeybees
are increasingly being employed to monitor environmental pollutants such as heavy
metals, pesticides and radionuclides. Most risk assessments have focused on
direct acute exposure of bees to agrochemicals from spray drift. However, the
large number of pesticide residues found in pollen and honey demand a thorough

determination of all residual compounds so as to identify those of highest risk to bees.

Aims
To evaluate the overall exposure of humans to pesticides present in major beehive
products, namely honey and beeswax, in association with dietary risk assessment.
Methods
Beehives (n = 32) were sampled during January 2018-September 2018. Beehives were
monitored and analyzed for 660 pesticides. Pesticides were determined in honey and
beeswax, by GC-MS/MS and LC-MS/MS. Risk posed by individual pesticides found in honey
and beeswax samples was evaluated through the “Hazard Quotient” (HQ) and “Hazard
Index” procedure (US EPA 2000). The assessment of consumer’s chronic exposure to the
residues was based on the maximum level of contamination in honey as follows: 1) HQ =
ADI / RfD; 2) ADI = (Cmax x IR) / BW; where ADI is the average daily intake (ug/kg/day), HQ
is the Hazard quotient, RfD is the daily intake reference dose (pg/kg/day), Cmax is the
maximum chemical concentration in honey (ug/ kg), IR is the honey (0.8 gr/day/kg body
weight) consumption rate and BW is the average human body weight (kg) considered for
adults and children to be 60 and 15 kg, respectively. HQs were calculated individually, then
the sum of the HQs were calculated for the hazard index (HI), to estimate total risk of
multiple chemicals on the assumption of dose additivity as follows (US EPA 2000): 3. HI =
HQ1 + HQ2 +...HQn.
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Results and Discussion

The detected mean pesticide levels and their prevalence in beeswax and honey
samples are listed in Table 1. All of the Israeli honey samples were simultaneously
contaminated with at least two pesticides and up to 9 pesticides, among which,
32 % of the samples contained between 3-5 pesticide residues. The
highly  hydrophilic  neonicotinoid insecticides, namely acetamiprid and
imidacloprid were found only in honey samples (Table 1). The latter
results clearly indicate the predominant distribution tendency of the
highly water soluble pesticides into honey. The beeswax samples were
divided into two major groups, namely samples containing 3-5 pesticide
mixtures with an occurrence rate of 30 % and samples containing
more than 6-8 pesticide residues at a 70 % occurrence rate. Highly
lipophilic  pesticides (Log P > 2) were predominantly found in
beeswax, such as oxyfluorfen, tau-fluvalinate, fenbutatin oxide and
coumaphos, all of which revealing higher prevalence and mean
concentrations in  beeswax as compared to honey (Table 1). Since
more than 87 % of the honey samples included amitraz metabolites
(DMF and DMPF) and coumaphos, it seems that honey produced in
Israel consistently entails the aforementioned pesticides as background
contamination. The consistent presence of coumaphos in honey is most
likely the result of unremitting diffusion of coumaphos from beeswax
into  honey. Coumaphos is among the most common beeswax
contaminant  worldwide, frequently occurring at high concentrations of
several hundred mg/kg. Due to its short half-life, amitraz is usually
undetected in the majority of beeswax and honey samples worldwide,
necessitating its quantification indirectly through its metabolites.

Since beehive products have been claimed for many vyears to reliably
reflect environmental pollution within the foraging area of honey bees,
we additionally aimed to test, whether indeed honey and beeswax
may function as sentinels for pesticides applied in vicinity to the

apiary. The apiary tested, consisted of 35 beehives scattered in a
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2.5 x 2.5 squarekilometers in the center of Israel, surrounded by various
orchards and field crops. By the end of August 2016, honey and beeswax samples
were collected form 7 beehives and analyzed for all the pesticides used by the
farmers between August 2014 to August 2016. All together, 101 different
pesticides have been applied during the study period on the
aforementioned agricultural land. The pesticide profile found in honey and
beeswax, clearly demonstrated the lack of suitability of the beehive products,
beeswax and honey, to function as sentinels, since less than 20% of the applied
pesticides were found in the beehive products (Figure 1). Nineteen different
pesticides were found in beeswax, including amitraz and coumaphos.
On the other hand, 17 pesticides were found in honey at concentrations ten times

lower than in beeswax.
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Figure 2. Pesticide profile in beeswax samples from an apiary in Kfar Saba, Israel.
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The risk assessment of honey and beeswax consumption containing pesticides was
calculated by the ratio of daily honey consumption and RfD values. The risk
assessment was based on the maximum level of contamination found in honey, which
corresponds to a worst-case scenario (highest concentration found). According to
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, the average daily honey
consumption in Europe is 0.8 g/day/kg body weight (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, 2009).Calculated Hazard Quotient (HQ) and Hazard
Index (HI) values below 1 are indicative of negligible health risk for the consumer,
while values > 1 indicate an increased health risk for consumers (US EPA 2000). The
calculated HQ and HI following the simultaneous exposure to the highest
concentrations of pesticides found both in honey or in beeswax, was below 1, hence

indicative of negligible risk to the end consumer assuming daily oral exposure of honey.

Table 1. Pesticide profile in honey and beeswax samples in Israel.

Pesticide Honey Beeswax
MeaniS Range % MRL MeantS Range %
D (pg/kg) (ug/kg  Positiv  (mug/kg | D(ug/kg) (mg/kg Pos
) e ) ) itiv
e
2,4-D 20+13 1-4 12.5 50 - - -
Acetamiprid 2.3+1.0 1-3 15.6 50 - - -
DMF 28.3 + 7-93 87.5 200 1115 + 53 - 10
20.8 43.1 175 0
DMPF 236 = 6-69 87.5 200 1152 + 10 - 10
17.4 92.5 240 0
Carbendazi 7.0+2.38 5-9 6.3 1000 - - -
m
Clopyralid 8.6+9.2 1-21 15.6 50 - - -
Coumaphos 41+4.2 1-17 87.5 100 927.0 + 190- 10
620.4 2200 0
Fenbutatin - - - - 42.7 + 12-74 30
oxide 31.0
Imidacloprid | 3.3+1.5 2-7 65.6 50 - - -
Pirimicarb- 1.5+0.8 1-3 18.8 50 -
desmethyl
Tau- - - - 50 238 + 12-54 80
Fluvalinate 14.2
Thiacloprid 1.4+05 1-2 30 200 - - -
Oxyfluorfen - - - - 25.0 + 17-33 20
11.3
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Conclusions

All of the honey samples analyzed complied with the Israeli and European MRL’s.
Altogether, a total of 10 various pesticide/pesticide metabolites have been
detected in honey samples. The results of the present study together with
xenobiotic profile in beehive products reported by numerous research groups
around the globe, indicate that beeswax might function additionally as a detoxifying
compartment, into which toxic as well as non-toxic xenobiotics are being
constantly sequestered, thereby contributing to a safer environment of brood and
worker bees. The risk assessment performed for honey containing detectable
pesticides, clearly indicated that the consumption of one daily teaspoon of honey
by a child or an adult is considered safe. Since beeswax is a major contamination
sink of environmental pollutants and due to the extensive use of beeswax in the
food and pharma industry, efficient decontamination procedures are highly
warranted for beeswax recycling. The ability of beeswax and honeycomb structure
to efficiently absorb a variety of toxic substances, dilute and distribute the
contaminants, on a big surface area of the combs, is a unique capability that enable
honeybees to forage safely in unknown and risky environments. We believe this
concept could be applied in nutrition and pharmaceutical applications as gastro

intestinal treatments or preparation for skin protection.

Reference

Bommuraj, V., Chen, Y., Klein, H., Sperling, R., Barel, S., & Shimshoni, J.A.(2019).
Pesticide and trace element residues in honey and beeswax combs from Israel in
association with human risk assessment and honey adulteration. Food Chem. 299:
125123.

Calatayud-Vernich, P., Calatayud, F., Sim¢, E., Pascual Aguilar, J.A., & Pico, Y. (2019).
A two-year monitoring of pesticide hazard in-hive: High honey bee mortality rates
during insecticide poisoning episodes in apiaries located near agricultural
settings. Chemosphere 232: 471-480.

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (2009). Evaluation of certain
veterinary drug residues in food. Seventieth report of the Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives. WHO Technical Report Series 954, Geneva.

Kasiotis, K. M., Anagnostopoulos, C., Anastasiadou, P., & Machera, K. (2014).
Pesticide residues in honeybees, honey and bee pollen by LCMS/MS screening:
reported death incidents in honeybees. The science of the Total Environment,
485-486, 633-642

470



US EPA. (2000). Supplementary guidance for conducting health risk
assessment of chemical mixtures. Risk Assessment Forum Technical Panel. United
States Environmental Protection Agency Office of EPA/630/R-00/002.

Jakob A. Shimshoni, Roy Sperling, Muhammad Massarwa, Yaira Chen,
Vijayakumar Bommuraj, Mikhail Borisover, Shimon Barel, (2019).

Pesticide distribution and depletion kinetic determination in honey and
beeswax: Model for pesticide occurrence and distribution in beehive products. PLOS
ONE, 14 (2), e0212631. DOI: 10.1371/journal.pone.0212631.

471



CAGRILI BIiLDIRi/ INVITED SPEAKERS

Novel Pain-Killers Active Compounds in Veterinary Medicine:An Update

M. Giorgi

Department of Veterinary Sciences, University of Pisa, San Piero a Grado, Pisa Italy

Aim: This paper is aimed to deliver an up to date on the novel active ingredients that are
expected to be launched on the veterinary market in the next years, discussing their
pharmacokinetics, pharmacodynamics and safety profiles.

Pets are treated as members of the family and pet owners demand the same level of care they
expect for themselves. This change in attitude has led to rapid evolution in the field of
pharmacology with trend towards the development of more effective and innovative
veterinary therapies with higher potency, more rapid speed of action and fewer side
effects. Two new active ingredients are under pivotal trials to get into the drug veterinary
market: grapriprant (GP) and soluble epoxide hydrolase inhibitors (SEH). A new molecule
cebranopandol (CP), looks very promising for the coming years.

Prostaglandin E2 (PGE2) is a key mediator of inflammation and pain, exerts its effects via
four receptors, EP1, EP2, EP3 and EP4. The EP4 receptor is the primary mediator of the
PGE2-elicited sensitization of sensory neurons and PGE2-elicited inflammation. The EP4
receptor is not the only receptor involved in inflammation and pain, but its
inhibition may mediate central sensitization and play a role in chronic pain in humans and
animals. GP is a novel analgesic and anti-inflammatory drug in the piprant class that
works as a selective EP4 prostaglandin receptor antagonist (PRA) (1).

All arachidonic acid metabolites, which encompass the prostanoids, leukotrienes and epoxy
fatty acids, are bioactive lipids that play a positive or negative role in inflammation and pain,
specifically under pathological conditions. The allogeneic and pro-inflammatory prostanoids
and leukotrienes drive and maintain inflammation, while the anti-inflammatory and analgesic
epoxy fatty acids epoxyeicosatrienoic acids (EETs) reduce and resolve inflammation. EETs
are generated by cytochrome P450 enzymes and have various beneficial biological effects, not
only do they have anti-inflammatory and analgesic actions but they also have protective
effects on the cardiovascular system and kidney as recently reported in the literature.
Unfortunately EETs are very instable and are rapidly converted into the corresponding 1, 2
diols (dihydroxyeicosatrienoates, DHETSs), characterized by a pro-inflammatory actions.
Inhibiting the enzyme that carries out this reaction, the soluble epoxide hydrolase (sEH), the
EET levels can be stabilized with expected beneficial biological effects (2).
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CP is a novel opioid analgesic of the benzenoid class which is currently under development. It
has an unique mechanism of action as an opioid, binding to and activating all four of the
opioid receptors. CP acts as a full agonist of the p- and 3-opioid receptor and as a partial
agonist of the nociceptin and k-opioid receptor (3). This molecule might overcome the weak
points reported from other opioids such as tramadol and tapentadol.

During the presentation the recent studies performed on these three drugs and their
potentialities will be discussed.

1 Giorgi 2015 Am J Anim Vet Sci 10, 53-56

2 Lee et al. 2014 Israeli J Vet Med 69, 55-61
3 Linz et al. 2104 J Pharmacol Exp Therap 349, 535-48
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