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ONSOZz

Didesildimetilamonyum klorid bir¢ok amagli kullanilan dezenfektan bir maddedir.
Kullanilma yerleri algisid, dezenfektan, aga¢ koruyucu, havuz dezenfeksiyonu ya da
zirai materyal dezenfeksiyonu gibi alanlardir. Bu calisma didesildimetilamonyum
kloridin rat duodenum, jejunum ve ileum diiz kaslar1 tizerine etkilerini belirlemek ve
bOylece olasi oral yolla alinmasi durumunda sindirim sistemi Gzerine olan etkileri

degerlendirmek amaciyla yapilmistir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Asetilkolin

Afrika at1 hastalik viriisii
Laboratuar hayvan modelleri; fare, tavsan
Kalsiyum

Canli Agirlik

Siklik adenosin monofosfat
Karbondioksit

Siklik guanilat monofosfat

Dakika

Etilen glikol tetraasetik asit
Enterik sinir sistemi

Fosfolipaz C

Gram

Guanosin trifosfat

Potasyum kanali geni
5-hidroksitriptamin 3

Inositol 1,4,5 trifosfat

Uluslararasi standart organizasyonu
Periton ici

Potasyum

Kilogram

Litre

Molar

Miligram

Mililitre

Milimolar

Merkezi sinir sistemi

Nanomolar

Gozlenebilen toksik etkinin olmadig1 doz
Oksijen

Karisimdaki maddenin milyonda 1 birimine denir
Staphylococcus

Domuz vezikiiler hastalik viriisti
Mikro
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OZET

Didesildimetilamonyum kloridin Rat Duodenum, Jejunum ve fleum Diiz

Kaslar1 Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Didesildimetilamonyum klorid (DDAK) dialkilkuarterner amonyum bilesigidir.
Algisid, fungisit, bakterisit etkilidir. Bu ¢alismanin amaci DDAK’ 1n rat duodenum,
jejunum ve ileum diiz kaslan {izerine etkilerini arastirmak; boylece olasi oral bir
maruziyette sindirim sistemi {izerine olan etkilerini degerlendirmektir. Deneylerde 5-
6 aylik, 19 adet erkek Wistar albino sigandan izole edilen 19’ ar adet duodenum,
jejunum ve ileum dokusu kullanilmistir. izole edilen duodenum, jejunum ve ileum
kesitleri, i¢ginde 10 ml tirod ¢o6zeltisi bulunan, 37°C’ ye ayarlanmis izole organ
banyosuna 1 g 6n gerim ile asilmistir. 1. Protokolde DDAK 108, 107, 10, 10°, 10*
M kiimiilatif (birikimli) derisimlerde 5 dakika ara ile uygulanmistir. 2. Protokolde 10°
% 108 107, 10, 10°, 10* ve 10° M ACh uygulamasi yapilmig (Kontrol grubu),
daha sonra 3x10" M DDAK ile 15 dakika inkiibe edilen dokularin iizerine 10°-10
M ACh derisimleri uygulanmistir. 3. Protokolde 1,71x10° M ACh (ACh’ m ECss
degeri) ile kasilma olusturulan dokular {izerine 3 dk ara ile 108, 107, 10, 10, 10
M DDAK kiimiilatif (birikimli) derisimlerde uygulanmistir. Kontrol olarak 1,71x107°
M ACh ile kasilma olusturulan dokular {izerine 3 dk ara ile distile su uygulamasi
yapilmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde 1. Protokolde her derisim icin
bazal gizgiye gore % kasilma, 2. Protokolde yine her derigim igin bazal ¢izgiye gore
% kasilma, ayrica pD2 ve Emax degerleri, 3. Protokolde % gevseme cevaplari
Ol¢iilmiistiir. 3. Protokolde ayrica uygulanan DDAK derisimlerinin 3 dk boyunca
olusturdugu kasilmalarin frekanslar1 degerlendirilmistir.

[k protokolden elde edilen bulgular 10° M’ dan baslayarak 6zellikle 10* M
DDAK derisimde duodenum, jejunum ve ileumda % kasilmalarin azaldigini
gostermistir. 2. Protokol sonuglarinda kontrol ve DDAK uygulamasinin ACh
derisimlerin % kasilma pD2 ve Emax parametreleri arasinda bir fark bulunamamustir.
3. Protolde ise 1,71x10° M ACh ile kasilma olusturulan dokular iizerine 10* M

DDAK’ 1n duodenum, jejunum ve ileumda olusturdugu % gevseme cevaplari kontrol

Xl



grubuna gore jejunum (P<0.01) ve ileumda (P<0.05) istatistiksel olarak 6nemli
derecede yiksek 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 6l¢tlmistiir (P> 0.05).

Sonug olarak DDAK 6zellikle 10* M derisimde hem spontan kasilmalar1 hem
de ACh ile olusturulan kasilmalar1 azaltmistir. DDAK’ 1n 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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SUMMARY

The Investigation Of The Effects Of Didecyldimethylammonium Chloride On

The Smooth Muscle of Duodenum, Jejunum And lleum In Rats

Didecyldimethylammonium chloride (DDAC) is a dialkyl quaternary
ammonium compound. It has algiside, fungicide, bactericide effects. 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, 1077, 10, 10,
10* at 5 minute intervals. In Protocol 2, 10°, 108, 107, 10®, 10, 10* and 10 ACh
was applied (Control group) in a cumulative manner, then 10° -10° 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. To
evaluate the obtained data contractions calculated taking basal line as 100 in protocol
1. In protocol 2 also % contractions for each concentration were calculated,
additonally pD2 and Emax Vvalues were evaluated. In protocol 3, % relaxation
responses were measured. Also the frequencies of the contractions formed by the

applied DDAC concentrations for 3 minutes were evaluated.

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.

Xl



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

Key words: Acetylcholine, didecyldimethylammonium chloride, duodenum,

ileum, in vitro, jejunum
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1. GIRiS

Antiseptik  ve dezenfektanlar hem canli hem de cansiz ylzeylerin
mikroorganizmalardan arindirilmasi, bazi yerel hastaliklarin tedavisi ve hayvan
yetistiriciligi gibi alanlarda kullanim yeri bulan maddelerdir (Kaya 2013). Bu amagla
kullanilan maddelerden biri olan, didesildimetilamonyum klorid (DDAK) dialkil
kuaterner amonyum biosidlerinin temsilcisidir; sart toz halinde ya da renksiz
kristaller halinde bulunan bir maddedir. Antimikrobiyal olarak kullanilir. Duvarlarda
yerlerde, masalarda ve tuvalet gibi yerlerin dezenfeksiyonunda kullanilir. Yumurta
kabugunun dezenfeksiyonunda da kullanilir. Zirai malzemelerde, yiizme
havuzlarinda da kullanilan bir maddedir (Anonim 2018). Ayrica DDAK’in
metisiline direngli Staphylococcus aureus suslarina etkili oldugu gosterilmistir
(Furuta 1992, Stephens ve ark. 1994, Kikuchi ve ark. 1996).

Kuaterner amonyum bilesikleri, hidrofobik alkil zincirlerini tasiyan bir
dordincul azot atomuna sahiptirler ve yuksek derisimlerde zorlukla bozunabildigi
bildirilmektedir. Kuaterner amonyum bilesikleri dezenfektanlar, yumusaticilar, sag
yikama maddeleri gibi yerlerde kullanilmaktadir; bu ytlizden ¢evre kirliligi agisindan
da onemlidir. Cevresel etkilerini belirlemek igin bu sekilde gevreyi Kkirletecek
durumlaria da Ozellikle dikkat edilmelidir, ¢linkii yalnizca mikroorganizmalar igin
degil aym1 zamanda hayvanlar igin de toksik olabilir ve ikincil etkiler de
sergileyebilirler (Nishihara ve ark. 2000). Kuaterner amonyum bilesiklerinin farkli
cevresel boliimlerde yaygin olarak ortaya ¢ikmasi, ekosisteme ve insan sagligina
zarar verme potansiyelleriyle ilgili endiseleri artirmaktadir. Bu bilesiklerin toksisitesi
de biiytik dikkat ¢ekmistir ve incelemeler, atik su aritma sistemlerinde Kuaterner
amonyum bilesiklerinin toksisitesi odak noktas1 olmustur (Zhang ve ark. 2015). Bazi
kuaterner amonyum bilesikleri ayni zamanda mide-bagirsak sisteminin giiglii
spazmolitik ilaglar1 olarakta gelistirilmistir. Genellikle antimuskarinik —etki
gostermektedirler. Sadece pinaveryum ve otilonyumun kalsiyum kanal blokoéri etkisi
bulunmaktadir (Evangelista 2004).



Agizdan alinan herhangi bir zehir, ilag ya da fizyolojik madde ilk olarak mide
bagirsak sistemi ile karsilasir (Yunus ve ark 2011). Mide-bagirsak sistemi agizdan
kullanilan ilaglar i¢in en énemli emilim bolgesidir. Bagirsak boliimlerinin kasilmalari
ve peristaltik hareketleri besinlerin emilmesi ve bagirsak boyunca ilerlemesi igin
gereklidir (Kimura 2002). Sindirim sisteminde meydana gelecek olan motilite
bozukluklar1 klinik olarak ¢ok 6nemlidir, ¢iinkii sistemik olarak hastaliklara zemin
olusturabilir (Ohama 2007). Sindirim sistemi hastaliklar1 yaygin ve pahali bir
sorundur. Enterik innervasyonu igeren hastaliklar motiliteyi etkiler ve siklikla
oldarict olmasa da, ©6nemli olcide morbiditeye neden olurlar. Enfeksiyoz,
enflamatuvar, norolojik veya fonksiyonel bagirsak hastaliklart durumlarinda motilite
bozukluklarina rastlanilabilir. Bagirsakta biyokimyasal veya anatomik anormallikler
tespit edilmediginde, fonksiyonel bagirsak hastaliklarin genellikle psikojenik nedenli
oldugu varsayilir. Bu olasilik, bagirsaklarin igsel innervasyonunun, enterik sinir
sisteminin (ESS) ve gastrointestinal hareketliligin kontroliinde merkezi ve periferik
mekanizmalarin etkilesimlerinin karmasikligir ile desteklenir (Gershon ve Tack
2007). Mide ve bagirsaktaki motilite bozukluklari, bagirsak igeriginin gegisinde
azalma veya hizlanma, gevseme hareketlerinde bozulma veya uygun olmayan
gevseme hareketleri ile sonuglanabilir (Anderson ve Feeney 2013). Bunun disinda
Ornegin tavsanda optimum mide-bagirsak hareketliligi, yiyeceklerin sindirimi, su ve
elektrolitlerin emilmesi ve saglikli bir bagirsak florasinin bakimi i¢in dnemlidir.
Azalan gastrointestinal hareketlilik, midede veya sekumda yemegin etkilenmesine,
bozulmus glukoz emilimine ve sekum mikroflorasina besin ve sivi tedariginde
azalmaya neden olur (Varga 2014). Mide-bagirsak hareketlerindeki (motilite) diisiis,
mide-bagirsak bariyerinin bozulmasi ve bakterilerin ireme miktarini artmasina neden
olabilir, bu da viicudun diger organlarina bakteriyel ge¢ise neden olur. Diger yandan,
motilitedeki artis sindirim ve emilim siireglerini etkileyerek; ishale ve
malabsorpsiyon sendromuna yol acabilir. Mide-bagirsak motilitesini in vitro

tekniklerle incelenmesi bu a¢idan 6nemlidir (Peddireddy 2011).

Bir kuvaterner amonyum bilesigi olan DDAK’ in toksik maruziyet
yollarinin baslicalari solunum, oral ve deri yoludur (Dejobert ve ark. 1997; Geier ve

ark. 2013). Akut oral zehirlilik kategorisi icinde, kategori 3 de yer almaktadir.



Ratlarda yapilan subkronik oral zehirleme c¢alismasinda NOAEL degeri 45,5
mg/kg/giin olarak belirlenmistir (Lim ve ark. 2014).

1.1  Rat Ince Bagirsagimin Morfolojisi

Ince bagirsagin toplam uzunlugu 5 aylik bir rat igin 107 cm, 1 yasinda bir rat icin
yaklagik 122 c¢m civarindadir. Ince bagirsakta baslica duodenum, jejunum ve ileum

olmak tizere 3 kisim bulunmaktadir (Bayraktaroglu 2012).

Ratin ince bagirsagi, midenin pilorik kismindan (pars pilorika ventrikuli)
baslar. Pilorik kisim orta diizleminin sag tarafinda bulunmaktadir. ince bagirsagmn ilk
kismi1 olan duodenum mideden baslar ve uzunlugu yaklasik olarak 95-100 mm’ dir.
Duodenumun kranial kismi (pars cranialis duodeni), karacigerin ve sag karin
duvarinin viseral ylizeyinin yakininda bulunan bir par¢adir. Duodenumun inen kismi
sag karin duvarn ile sag bobrege dogru devam etmektedir. Duodenumun algalan ve
yiikselen kismi arasinda kaudal duodenal biikiilme (flexura duodeni caudalis) olarak
adlandirilir. Duodenumun yiikselen kismi ortanca diizlemde jejunum olarak devam
eder. Ince bagirsagmn bu kismi karmn boslugunun sag kismimi doldurur. Jejunumun
uzunlugu yaklagik 890-1300 mm’ dir. Ileum uzunlugu 20-30mm’ dir (Vdoviakova
ve ark. 2016). Duodenum ve jejunumun st kisimlarinda ince bagirsagin kalinlig
yaklasik 0,30 mm iken alt ileum bolgesindeki kalinlik yaklagik 0,15 mm
civarindadir. Ratin jejunumu ileum kismina gore daha kalindir ve serozal uzunlugun
mukozal alan/cm’ si daha fazladir (Wilson ve Wiseman 1954).

Ince bagirsak boliimlerinin hepsi glandiiler bir mukozaya sahiptirler. Plika
sirkllaris ya da Kerckring plikalar1 adi verilen bu mukoza kivrimlart mideden ince
bagirsaga gegince genisler. Ileuma dogru bu plikalar algalir. Bu mokozalarin bosluga
bakan kisimlarinda villus intestinalis adi verilen mukoza ¢ikintilart bulunur
(Tanyolag 1999). Memeli ince bagirsak kisimlarinda epitelyum, lamina propria ve
lamina muskularis adli katmanlardan olusan Tunika mukoza, mukozay1 besleyen

genig lenf ve kan damarlarimi kapsayan Tunika submukoza, igte sirkiiler dista



longitudinal kas katmanlarindan olusan Tunika muskularis ve Tunika seroza adli
kisimlar goze ¢arpar. Duodenum kisminda bulunan villiler daha genis ve sayica daha
fazladir. Yine memeli tiirlerinde submukozal bezler burada daha fazla goriiliir.
Jejunumda villiler sayica daha az ve kiigiiktiir; ileum ise genellikle jejunuma benzer
(Samuelson 2006). Ratin oniki parmak bagirsaginda (duodenumda) basit sutunlu
epitel hiicreleri ile kaplanmis olan villiler bulunmaktadir. Duodenal (Brunner)
bezleri, submukozanin ist kisminda gorilmektedir. Jejunumda bagirsak bezleri
varken, ileumda villus, lenfatik nodiiller ve bagirsak bezleri bulunmaktadir (Alrabei
2013).

1.2 Rat ince Bagirsak Fizyoloji ve Farmakolojisi

Sindirim sistemi disaridan alinan besin maddelerinin sindiriminin ve emiliminin
gerceklestigi bolgedir. Mide-bagirsak sistemi, merkezi sinir sisteminin (MSS) etkisi
altinda ¢alisan ancak izole ortamlarda da islevine devam eden karmasik ve oldukca
organize bir sistemdir. Sindirim sisteminin en 6nemli kismini olusturan bagirsak
sisteminin kontrol, otonom sinir sistemi (sempatik, parasempatik, enterik sinir
sistemi) tarafindan diizenlenmektedir (Harrington ve ark. 2010). Bagirsaklarin
ekstrinsik inervasyonu prevertebral ganglia ile beyin koku ve periferal afferent
gangliada bulunan noéronlarca saglanir. Mide-bagirsak kanali duvarinda bulunan
noradrenerjik fibriller prevertebral sempatik gangliada bulunan hiicrelerden kdken
almaktadirlar. Seliak mezenterik ganglia mide, ince bagirsak ve birazda 6n kalin
bagirsaga sinir fiberlerini ulastirirlar (Phillips ve Powley 2007). Mide, ince bagirsak
ve kalin bagirsagin 6n kisminin parasempatik innervasyonu vagus siniri ile saglanir.
Vagus siniri hem afferent hemde efferent sinirlerin fonksiyonunu saglar (Browning

ve Travagli 2014).

Enterik sinir sistemi (ESS) besinlerin emilimini, mide-bagirsagin salgisini,
hareketliligini diizenler ve koordine eder (Beattie ve Smith 2008, Argenzio 2008).
Enterik sinir sistemi aferent (vagal, siplenik ve pelvik sinirler) ve efferent sinirler

araciligryla merkezi sinir sistemi ile baglantili halde galisir. Kas kasilmasi, gevseme



ve mukozal salgilama gibi yerel bagirsak aktivitesinin diizenlenmesi de ESS

tarafindan kontrol edilir (Harrington ve ark. 2010).

Ince bagirsagin diiz kaslar1 hormonal ya da sinirsel bir uyarim olmadan ritmik
olarak kasilabilmektedir. Bu tip kasilmalara fazik kasilmalar adi verilmektedir. Bu
fazik kasilmalar, diiz kas hiicrelerinden farkli olan Cajal' in intersitisyel hiicresi adi
verilen belirli bir hiicre tipinin aktivitesi ile baglatilir. Bu hiicreler, bagirsak duvarinin
dairesel ve uzunlamasina kas katmanlari arasinda ve iginde bir ag olusturur.
Miyenterik bolgede (yani kas katmanlari arasinda) bulunan Cajal' i intersitisyel
hiicreleri yavas dalgalar olarak adlandirilan depolarizasyonu baslatir. Bu dalgalar, faz
kasilmalar1 i¢in temel elektriksel ritmi {iretir ve kasilma olussun ya da olusmasin her
zaman oradadir. Mide-bagirsak sistemi boyunca ¢esitli noktalarda farkli frekanslarda
ortaya cikarlar. Bu frekanslar, tiirlere bagh olarak birka¢ ila 30 devir / dakika
arasinda degisebilir. Yavas dalgalar, belirli bir bdlgede kasilmanin meydana
gelebilecegi maksimum frekansi belirler. Bireysel yavas dalgalar kesinlikle kas
kasilmasima neden olmaz. Olusan piklerin kismen, iceriye Ca akimi ile olustugu
diistinilmektedir (Montgomery 2016). Kalsiyum 0zellikle kasilmalar igin ¢ok
onemlidir. Sigan izole ileumu kalsiyumsuz ortamda (1 mM Etilen glikol tetraasetik
asit (EGTA) ile birlikte) depolarizasyon olusturamamis ve ACh karsi bir kasilma
yanit1 ger¢eklestirememistir (Evans ve Mangel 2011). Yavas dalgalar ve pikler ESS
tarafindan diizenlenir (Montgomery 2016). Mide-bagirsak sisteminde uyarici ve
baskilayici nitelikte olan maddeler Cizelge 1.1’ de verilmistir (Hansen 2003).

Reseptorler ve bunlarin agonistlerinin ve antagonistlerinin etkileri ile ilgili
kesin bilgiler, hem mide-bagirsak hastaliklarinin daha 6zel ve etkili tedavisini saglar,
hem de cesitli ekzojen maddelerin olasi etkilerini acgiklamada temel olusturur
(Bertaccini ve Coruzzi 1987). Sindirim sisteminde muskarinik reseptorlere yaygin
olarak rastlanir ve organlarin islevleri icin son derece énemli resptorlerdir. Bugin
icin bulunan muskarinik reseptorlerin bes alt tipi oldugu kabul edilir. Bu reseptorler
muskarinik M1, Mz, M3z, Ma ve Ms reseptorleridir. Noronal olmayan efektor
hicrelerde ACh’in metabotropik etkilerine aracilik eden muskarinik reseptorlerin ise
muskarinik Ms reseptor alt tipinde oldugu bildirilmistir (Tobin ve ark. 2009).

Yillar boyunca, bagirsak hareketliligini, kan akisini ve mukozal tasimayi

kontrol eden adrenerjik mekanizmalar Uzerine genis bir literatiir birikmistir.



az-adrenoseptorler, postsinaptik olarak diz kas hicrelerine ve daha az Olgide, i¢
noronlara yerlesmistir. op-adrenoseptorler, hem presinaptik hem depostsinaptik
olarak mevcut olabilir. Presinaptik oto ve hetero reseptorler, nérotransmitter
salmmminin modiilasyonunda 6nemli bir rol oynar, B-adrenoseptorler temel olarak
duz kas hicrelerinde bulunur (De Ponti ve ark. 1996). Seiler ve ark. (2005) rat
ileumunda kasilma aktivitesinin diizenlenmesinde gorev alan adrenerjik reseptorleri
B3 P2 ve air reseptorlerin oldugunu bildirmislerdir. Klinik agidan bakildiginda,
adrenoseptor agonistleri / antagonistleri, potansiyel motilite 6nleyici (antidiyarel /
anti-spazmodik) veya prokinetik ajanlar olarak aragtirllmistir, ancak su anda
uygulama alanlar1 sinirlidir. Rat mide-bagirsak sisteminde 5 — hidroksitriptamins (5-
HT3) tamimlanmigtir (Glatzle ve ark 1987). Yine rat mide — bagirsak fonksiyonlarinin
en az 3 adet (EP1, EP3 ve EP4) prostaglandin E2 reseptorii ile diizenlendigi
saptanmistir (Ding ve ark 1997).

Kasilma veya gevseme geciren diiz kasta agonistler, esas olarak kalsiyum
salmimini tetiklemek veya kalsiyumun sekestrasyonunu uyarmak igin hiicre ici
haberciler vasitasiyla hareket ederler. Bu yolakta, en az ¢ zar proteini siral
aktivasyon islemi olusturur. Bu zar proteinleri bir reseptor, bir guanosin trifosfat
(GTP) baglayici protein ve fosfolipaz C (FLC)’den olusur ve bu aktivasyon sonunda
hicre ic¢i kalsiyum mobilizasyonu saglanir. Siklik adenosin monofosfat (CAMP),
siklik guanilat monofosfat (cCGMP) ya da her ikisinin birden iretimi sirasiyla protein
kinaz A ve C’ nin aktivasyonuna neden olur. Bu kinazlar sitosolik kalsiyumda
azalmaya sebep olur. Fosfolipaz C plazma zarinda bulunan inositol fosfolipidleri
hidrolize ugratir ve 1,4,5-trifosfat (IP3) ve diagilgliserol olusumuna neden olur.
Inositol trifosfatin metaboliti IPs, hiicreye kalsiyum akigmi ve hiicre i¢i depolara
kalsiyumun geri alinimini diizenler. Kasilmaya neden olan agonist bir maddeyle
uyarim IP3, sitosolik Ca*? ve kalsiyumun igeriye almimmin artmasina neden olur
(Hansen 2003).



Cizelge 1.1. Bazi norohumoral maddelerin in vivo bagirsak kasilma
Uzerindeki etkisi (Hansen 2003).

Uyaric Baskici

Asetilkolin Kalsitonin gen diizenleyici peptid
Adenosin Gama butirik asit

Bombesin Galanin

Kolesistokinin Glukagon

Gastrin salgilayan polipeptid Noropeptid Y

Histamin Norotensin

Motilin Nitrik oksit

Norokinin A Pituitar adenilat siklaz aktive edici polipeptid
Opiodler Peptid histidin isol6sin
Prostaglandin E Peptid YY

Serotonin Sekretin

Tritropin saliverici hormon Somastostatin

Vasoaktif intestinal polipeptid

Sindirim sistemi ayni1 zamanda hormonal kontrol altindadir. Kolesistokinin,
ghrelin, pankreatik polipeptid, peptid Y'Y, glukogon benzeri peptid-1 bilinen belli
bash bagirsak hormonlaridir (Perry ve Wang 2012). Bu hormonlar arasinda mide—
bagirsak motilitesini etkileyen hormonlarda mevcuttur. Ghrelinin mide-bagirsak
motilitesini uyardigir bilinmektedir (Masuda ve ark. 2000, Fujino ve ark. 2003).
Endojen ghrelin rat midesinde Faz III benzeri kasilmalar1 diizenlemektedir (Ariga ve
ark. 2007).

Epinefrin, norepinefrin, serotonin ve dopamin gibi ndrotransmitterler, besin
emilimi, kan akisi, bagirsak mikrobiyomu, yerel bagigiklik sistemi ve genel bagirsak
hareketliligi acisindan bagirsak sistemi ig¢indeki homeostazin kontroliinde ve

korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar (Mittal ve ark. 2017).

Enterik salgilanmanin temel fizyolojik gorevi, besinlerin uygun sekilde
karistirllmasini, emilmesini ve potansiyel olarak zararli patojenlere veya
enterotoksinlere karsi etkili korumay:r saglamak i¢in liimen igeriklerinin siirekli

hidrasyonudur. Bagirsak kript hiicreleri liimen icine kloriir salgilarlar, bu da sivi



birikmesine neden olur. Kloriir salgisinin diizenlenmesi ESS igindeki noral refleks
yolaklar1 ile gergeklesir. Enterik sinir sisteminin ndrotransmitterlerin sekresyonu

uzerine etkileri Cizelge 1. 2’ de gosterilmistir (Nezami ve Srinivasan 2010).

Cizelge 1.2. Enterik sinir sistemi norotransmitterlerinin sekresyon uzerine
etkileri (Nezami ve Srinivasan 2010).

Uyaric Baskici
Adrenerjik Adrenerjik o
5-HT3 5-HT4
Nikotinik Purinerjik P2y
Muskarinik M3 Adenozin A

Gama amino butirik asit
Histamin Hs
Vasointestinal peptid

Somastostatin

1.3 Asetilkolin

Noronal sinyallemede hizmet etmenin yani sira, kolinerjik uyarict
innervasyon, hem diiz kasin hem de salgi hiicrelerinin diizgiin ¢alismasi i¢in hayati
Ooneme sahiptir (Davis ve ark. 1998). Asetilkolin parasempatik sinir sisteminin
onemli uyarict ndromediyatoriidiir. Bagirsak hareketlerinin diizenlemesinde 6nemli
fizyolojik rolii vardir. Rat ileumunda iki mekanizma ile muskarinik reseptorleri
uyarmaktadir. Birinci mekanizma zar depolarizasyonu ile plazma zarindaki segici
olmayan katyon kanallarinin aktivasyonudur. Depolarizasyon voltaj bagimli
kalsiyum kanallar1 yolu ile kalsiyumun ige akisimi uyarmaktadir. Ikinci mekanizma
ise hiicre i¢i kalsiyum salinimi ile kasilmanin aktive olmasidir (Bigovic ve ark 2010).
Sekil 1.1” de ACh’in kimyasal sekli gosterilmistir (Anonim 2019a)
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Sekil 1.1. Asetilkolinin kimyasal sekli (Anonim 2019a)

1.4 Kuaterner Amonyum Bilesikler

Kuaterner amonyum bilesikleri ilk olarak 1917 yilinda bulunmustur ve o6zellikle
katyonik ylizey aktif maddeler olma 6zelligi ile 6n plana ¢ikmislardir (Fisher 2003).
Sekil 1.2. Kuaterner amonyum bilesiklerinin genel formiilii gosterilmistir (Anonim

2019b)

R |l|+ RS3 ( A )

n

Sekil 1.2. Kuaterner amonyum bilesiklerinin genel formiilii (Anonim 2019b). n:
pozitif tam say1 R!, R?, R, R* hidrojen atomu, alkil, aril, veya bunlarin kombinasyonlari
olabilir. A" tuzdaki herhangi bir anyon olabilir.

Benzalkonyum kloriir en yaygin kullanilan kuaterner amonyum bilesigidir.
Ortak formiilasyonlari, tipik olarak uzunlugu 8 ila 18 karbon arasinda degisen,
cesitli, cift sayili, diz alkil zincirleriyle bir alkil-benzil-dimetilamonyum klorir
karisimini igerir. FarmasoOtik benzalkonyum driinlerinde genellikle alkil zincir

uzunluklar1 12 ila 14 karbon arasinda degismektedir. Stearalkonyum kloriir bagka bir
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alkil-benzil-dimetil-amonyum klortr bilesigidir ve zincir uzunlugu 18 alkildir.
Ayrica 16 alkil uzunlugunda yapisinda brom ve klor bulunduran setrimonyum (Setil
trimetil amonyum) tuzlar1 da kullanilan kuaterner amonyum bilesiklerindendir.
Setrimonyum kloriir sik¢a ev iiriinlerinde, sampuanlarda ve kozmetik iriinlerinde
kullanilmaktadir. Son yillarda kuaterner amonyum bilesiklerinin kullanim1 dramatik
bir sekilde artmistir. Temizlik dahil birgok endistriyel amag¢ ic¢in kullanilir;
bunlara ciftlik binalarmin, su ve attk suyun dezenfekte edilmesi
bahcecilik ile antifungal tedavide dahildir. Ek olarak, farmasotik Urtnlerde de
kullanilir (Buffet-Bataillon ve ark. 2012).

Kuaterner amonyum bilesiklerinin evsel ve endiistriyel iirlinlerde yaygin
kullanim1 sebebiyle, 6nemli miktarda atitk su aritma tesislerine ulasmaktadirlar.
Cevreye salinan kuaterner amonyum bilesiklerinin ana kaynaklari, atik sular ve atik
sularin, atitk su aritma tesislerinden bosaltilmasidir. Kuaterner amonyum
bilesiklerinin ayrica hastaneler, ¢camasir atik sular1 ve ¢ati akisi gibi diger yerel nokta
kaynaklar1 da gevredeki varligina yol agmaktadir. Her ne kadar kuaterner amonyum
bilesikleri aerobik kosullarda biyolojik olarak parcalanabilse de, emilmesi
bozulmasindan daha hizlidir. Bu nedenle, cevrede, Ozellikle de anoksik / anaerobik
bolmelerde yuksek miktarda kuaterner amonyum bilesikleri birikmistir. Ortamda
bulunan kuaterner amonyum bilesiklerinin varligi sadece Suda yasayan ve karasal
organizmalar i¢in toksik degildir, ayn1 zamanda hem insan hem de ¢evre sagligi icin
acil bir sorun olarak kabul edilen, antibiyotige direngli bakterilerin olusmasi
acisindan da onem arz etmektedir (Zhang ve ark. 2015). Karisimlar1 da siklikla
kullanilan kuaterner amonyum grubu dezenfektanlarin alkil dimetil benzil amonyum
Klorit ve DDAK farelerde tireme sagligin1 onemli olglide bozdugu da saptanmustir
(Melin ve ark. 2014).

1.41 Etki Sekli

Kuaterner amonyum bilesikleri, her ne kadar bakteriyel sporlarin asiri
Uremesini durdursa da gergekte sporlarin jerminasyonunu etkilememektedir.
Mikobakterilerin de gelisimini engeller ancak 6ldiremez ve mantarlarda da etkilidir

(Wessels ve Ingmer 2013). Hiicre zarindaki fosfolipidleri ve kolesterolli ¢6zebilme
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yetenekleri nedeniyle, hiicrenin Oliimiine neden olabilecek sekilde, hucre
gecirgenligini etkiler. Diger kuaterner amonyum bilesikleri, katyonik materyaller
olarak proteinleri denatiire eder, proteini ¢okeltir ve genellestirilmis doku tahrigine

neden olurlar (Throup 2019).

Tetraetil bromid voltaj bagimli potasyum (K) kanal blokori etkisi
bulunmaktadir (Amstrong 1969). Domifen bromid ve didesildimetilamonyum
bromid insan ether-a-go-go iliskili gen (hERG) kanalin1 aktive kanal durumunda iken

inhibe ettigi de gosterilmistir (Long ve ark. 2014).

Simetropiyum, n-butilkopolamonyum, otilonyum ve pinaveryum bromid gibi
kuaterner amonyum bilesikleri ise gli¢lii spazmolitik maddeler olarak gelistirilen
ilaglardir. Bu ilaglar1 asir1 motilite tizerindeki etkileri in vivo ve in vitro ¢alismalarla
desteklenmistir. Pinaveryum ve otilonyum adli ilaglar hari¢ digerlerinin
antimuskarinik etkileri oldugu saptanmistir. Bu iki ila¢ ise L-tip voltaj bagimh
kalsiyum kanallar ile 6zel bir sekilde kalsiyumun iceri alinimini 6nleyerek kalsiyum
blokan etkisi ile mide bagirsak diiz kaslarmi gevsetmektedir. Otilonyum ayrica
tagikinin NK (2) reseptorlerini baglayabilir ve sadece kasilma olusturan maddelerin
birini inhibe etmekle kalmaz, ayn1 zamanda duyusal sinyallerin periferden merkezi
sinir sistemine gecisine aracilik eden afferent sinirlerin aktivasyonunu azaltabilir
(Evangelista 2004).

Dontigiimlii  kolinesteraz inhibitdrleri, ester yapida olmayan kuaterner
amonyum bilesiklerini de kapsar. Basit bir kuaterner amonyum bilesigi olan

edrofonyum bu bilesiklere bir 6rnektir (Malamed 2010).

1.4.2 Toksikokinetik

Kuaterner amonyum bilesiklerinin sican bagirsagindan emilimi bir dizi n-
alkiltrimetilamonyum bilesigi kullanilarak incelenmistir. Membranina baglanma ile
jejunal halkadan ayrilma arasinda bir iliski bulunmustur. Bu sonuglardan, bir
kuaterner amonyum molekilinin hidrofobik kisminin boyutunun hem emilmede
hem de membran baglanmasinin temel bir belirleyicisi oldugu bulunmustur (Saitoh

ve ark 1991). Sicanlarda agizdan verilen setiltrimetil amonyum bromidin emilim
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dagilim ve atilimi ¢alisilmig ve 8 saat sonra verilen kuaterner amonyum bilesiginin
%80’ inin mide bagirsak kanalinda oldugu tespit edilmistir. Cok az bir oraninin kan
plazmasinda oldugu, 12 saat sonra ise % 2’ sinin safra ile atildig1 tespit edilmistir

(Isomaa 1975).

1.4.3 Zehirliligi

Zehirlilik denemelerinde genellikle benzalkonyum Klorur igin yapilmis veriler
kullanilmigtir. Oldiiriicii doz 50 degerleri siganlar icin 250-1000 mg/kg, fareler
icin 150-1000 mg/kg, kobaylar icin 150-300 mg/kg ve tavsan igin yaklagik 500
mg/kg canli agirlik olarak bulunmustur. C16'in istiinde artan zincir uzunlugunun
akut toksisiteyi belirgin bir sekilde azaltmakta ve ¢ift karbon sayil1 zincirlerin, tek
karbon zincirlerine sahip olanlardan daha toksik oldugu bildirilmistir. C16'nin
tizerindeki  toksisitedeki azalmanin, suda ¢Oziniirliigiin  azalmasindan
kaynaklandigi ileri siiriilmiistir (Throup 2019). Isomaa (1976) setil trimetil
amonyum bromdr i¢me suyuna erkek ve disi Sprague-Dawley siganlarina 1 yil
boyunca yaklasik 10, 20 ve 45 mg / kg / giin dozlarinda vermis ve maddenin en
diisiik iki doz seviyesinde 1yi tolere edildigini ancak en yiiksek doz seviyesinde
viicut agirliginda bir azalma gozlendigini tespit etmistir. Erkeklerde viicut agirligi
calisma boyunca azalmig, ama disilerde viicut agirligi calismanin sadece ilk 2
ayinda azalmistir. Caligmanin ilk 7 haftasinda gida doniistimiiniin erkek sicanlarda
daha az etkili oldugu bulunmus, otopside bilesikle iliskili briit patolojik
degisiklikler goriilmemistir. Melin ve ark (2016) hem disi hem de erkek farelerde
alkil dimetil benzil amonyum klorid ve didesildimetilamonyum Kloridin birlikte

tiremeyi olumsuz yonde etkiledigini gostermislerdir.

1.5. Didesildimetilamonyum Korur

Didesildimetilamonyum Klorir (DDAK), I1SO (Uluslararasi standart organizasyonu)
ortak ismine sahip degildir ve ¢esitli bilesiklerin bir karisimidir. DDAK kuaterner

alkil-amonyum bilesikleri smifina aittir. Bu madde sistemik olmayan genis
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spektrumlu fungisit, bakterisit ve herbisit (algisit) etkilidir. DDAK, hidroponik
sistemlerde, sert yuzeylerde, ekipmanlarda, cam duvarlarda ve kaldirimlarda,
saksilarda ve bigaklarda fitofatojenik mantar, fitofatojenik bakteri ve alglerin
biylmesini engeller ve o6ldiiriir. DDAC bahgelerin bakiminda, sadece cam evlerin
icinde kullanilir. Bitkilerin kendisinde kullanilmaz. Kimyasal ismi N-desil N, N-
dimetilldekan-1-aminyum kloriddir (EFSA 2008). Kimyasal yapisi1 Sekil 1.3.” de

gosterilmistir.

Aktif madde DDAK 188 ila 205 °C arasinda erime noktasina sahip, acgik renkli
bir katidir. Kaynamadan once yaklasik 280 °C'de ayrisma gozlemlenmistir. Nispi
yogunlugu, 20 °C' de 0.902 olarak belirlenmistir. DDAK suda yilksek oranda
¢oziinur (20°C'de suda ¢ozunurlik, pH 2.2' de ve pH 9.2'de 500 g / I' dir). Ayrica,
aseton (20 °C' de > 600 g/ I), metanol (20 ° C'de> 600 g / I) ve oktanolde (20° 'de >
250 g /1) kolayca ¢oziindr (Directive 98/8/EC 2012).

DDAK birgok bakteri tiirline karsi etkilidir. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Echerichia coli tiirlerine kars1 bakterisidal etkilidir (Walsh
ve ark 2003). Ayrica, metisiline direngli S. aureus suslarin1 da etkiler (Furuta 1992,
Stephens ve ark. 1994, Yoshimatsu ve Hiyami 2007). DDAK’ 1n etkisi dort zarfli
virts (vezikiler stomatit virlist, Afrika domuz nezlesi virlsu, at viral arterit virtsi
ve domuz iireme ve solunum sendromu viriisii) ve iki zarfsiz viriis (domuz vezikiiler
hastalik viriisii (SVDV) ve Afrika at1 hastalig1 viriistidiir (AHSV) tizerinde ¢alisilmis
ve kuaterner amonyum bilesiginin dort zarflanmis viriise ve AHSV'ye kars1 % 0.003'
lik diisiik konsantrasyonda ¢ok etkili oldugu ve ancak sadece % 0.05 NaOH igeren
konsantrasyonu SVDV'ye karst etkili oldugu bulunmustur (Shirai ve ark 2000).

\&/
N

o
Cl

Sekil 1.3. Didesildimetilamonyum klordin kimyasal yapisi (Anonim 2019¢)
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1.5.1. Etki sekli

DDAK’in bakteriler {izerine olan etki seklinin direkt hiicre zar1 iizerine oldugunu
burada hiicre ici molekullere etkiyerek hiicre 6limiine neden oldugu bildirilmistir

(Yoshimatsu ve Hiyama 2007).

1.5.2. Toksikokinetik

Agizdan alman DDAK’ in %89,99° u diskida, <%?2,5 idrarda tespit edilmistir.
DDAK mide-bagirsak sisteminde emilmemektedir (Green ve Silva 1996). DDAK’ in
mide-bagirsak sisteminden emilmemesinin sebebi yiiksek derecede iyonik olmasidir
(Henderson 1992). Farelere gavajla 50 ve 200 mg/kg/gun'de tek ve / veya tekrarlanan
DDAK verilmesinin ardindan, plazma ve kan radyoaktivitesi Ol¢iilememistir; bu
durum disiik oral biyoyararlanimi géstermektedir. Emilen oral doz asgari % 0.93 —
3.16 olarak bulunmustur. DDAK’ 1n 48 saatlik bir siirede hizla elimine edildigi
bildirilmistir. Agizdan verilen DDAK’ 1 yalnizca yiiksek oral doz seviyesinde,
dozlamadan 24 saat sonra bazi merkezi organlarda 6l¢iilebilir radyoaktivite seviyeleri
bulunmustur (bagirsaklar, karaciger, bobrek); verilen dozun biiyiik c¢ogunlugu
bagirsaklarla sinirli kalmis ve zamanla seviyeleri azalmistir (European Chemical

Agency 2005).

DDAK’nn in vitro dermal absorpsiyon kinetigini, tek ve ¢oklu maruziyetten
sonra calisan, ayrica ek olarak, biyosidal formiilasyonlarin DDAK emilimine
etkisini arastiran Buist ve ark (2007), sulu ¢ozelti igerisinde DDAK’e dermal
maruz kalmadan sonra, uygulanan dozun % 0,5'inden daha az1 48 saat sonra
reseptor sivisina ulastigimi saptamiglardir. DDAK'in cilt bariyer fonksiyonunu
azaltabilecegini diisiinen arastiricilar, DDAK’ in stratum korneum'a kolayca
dagildigini, buna karsin dermisin DDAK penetrasyonunun ana bariyeri olarak

goriindiigiinii bildirmislerdir.
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1.5.3. Zehirliligi

DDAK’ya olast bir maruziyet genellikle agizdan, solunum yolu ve deri yolu ile
olmaktadir (USEPA 2006).

Iki hafta siireyle yaklasik 0,15 mg/m?, 0,6 mg/m? ve 3,6 mg/m* DDAK gaz1
soluyan siganlarda yapilan bir ¢alismada viicut agirlig artisi ile akcigerler esas olarak
DDAK maruziyetinden etkilendigi gozlemlenmistir. DDAK i¢in gdzlenmeyen
olumsuz etki diizeyi (NOAEL) 0.15 mg/m?® olarak belirlenmistir (Lim ve Chung
2014). On (¢ hafta boyunca yapilan bagka bir inhalasyon zehirlilik denemesinde ise
NOAEL 0,11 mg/ m2 olarak belirlenmistir. Belirtilen galismada en ¢ok viicut agirlig
(normale gore bir diisiis) ve akciger agirligint (normale gore bir artis) DDAK’ den
etkilendigi saptanmistir (Kim ve ark 2017). DDAK’ m dezenfektan isleminde
kullanildiginda ¢alisma ortamlarini kirletebilir ve insan saglhigini olumsuz yénde
etkileyebilir. DDAK'in direngli bakterilerin gelismesini saglayarak, halk sagligi
sorununa neden olabilecegi hipotezi ile yapilan bir ¢alismada; farelere intratrakeal
olarak DDAK uygulanmigtir. Sonugta, DDAK"in eksojen enfeksiydz maddelerin
duyarhiligma katkida  bulunabilecek olan pulmoner savunma sistemini
degistirebilecegi bildirilmistir (Ohnuma ve ark. 2011). Insan bronsiyal epitel
hicrelerinde etilen glikolin DDAK”’ 1n zehirliligini artirdig1 saptanmistir (Kwon ve
ark 2015).

Anderson ve ark (2016), disi BALB/c farelerde %40’a varan oranlarda
DDAK ¢ozeltisini her kulaga 25 ul olacak sekilde uygulamislar ve irritasyon ve
asirt duyarlilik tepkimeleri olustugunu saptamislardir. Tavsanin derisine % 50
DDAK uygulamasindan 24 ve 72 saat sonra siddetli eritem ve ddeme neden
oldugu bildirilmistir. DDAK i¢in tahris edici olmayan konsantirasyon % 0.005’
olarak belirlenmistir (Hendersen 1992).

Hem disi hem de erkek farelerde alkil dimetil benzil amonyum klorid ile
birlikte kullanilan DDAK”’ 1n iiremeyi bozdugu gosterilmistir (Melin ve ark 2016).
Sicanlarda 90 giin boyunca 3000 ppm DDAK verilmesi hem disi hem de
erkeklerde %80 6liimlere neden olmustur (Henderson 1992).
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1.5.4. Calismanin Amaci

Antiseptik ve dezenfektanlar 0Ozellikle c¢evrenin ve suyun hijyeninde, agil ve
kiimeslerin dezenfeksiyonunda, zoonoz ya da bulasici hastaliklardan korunmada
kullanilan maddelerdir. Bu amacla en ¢ok kullanilan maddelerden biri de DDAK’
dir. Kullanilma yerleri algisid, dezenfektan, aga¢ koruyucu, havuz dezenfeksiyonu ya
da zirai materyal dezenfeksiyonu gibi alanlardir. Duvarlarda, yerlerde, masalarda,
tuvalet gibi yerlerin dezenfeksiyonunda kullanilir. Yumurta kabugunun
dezenfeksiyonunda da kullanilir. Ayrica yiizme havuzlarinda yosun onleyici gibi
kullanim yerleri vardir. Dialkil kuaterner amonyum bilesigi olan bu madde

antimikrobiyal etkilidir. DDAK’ e maruziyet yollarindan en 6nemlisi agiz yoludur.

Mide-bagirsak sistemi, agizdan kullanilan maddeler icin en 6nemli emilim
bolgesi ve toksik bir maddenin kaza ya da yanlislikla alinmasi durumunda, zehirli
madde ile ilk karsilasilacak sistemdir. Degisik sebeplerden dolayr mide-bagirsak
hareketlerinde bozukluklara rastlanilabilir. Mide—bagirsak hareketlerinde azalma,
bolgenin bariyerinin bozulmasina ve mikrooraganizmalarin iiremesine elverisli bir
ortam saglayabilir. Mide-bagirsak hareketlerinde artis ise ishal ve emilim

bozukluklarina neden olur.

Yapilan literatiir taramalarinda DDAK’ in bagirsak hareketleri (izerine in vitro
etkisini arastiran bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismanin  amaci
didesildimetilamonyum kloridin rat duodenum, jejunum ve ileum diiz kaslari tizerine
etkilerini arastirmak, bdylece olasi oral bir maruziyette sindirim sistemi Uzerine olan

etkilerini degerlendirmektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Deneylerde 500-600 gram agirliginda, 5-6 aylik 19 adet erkek Wistar albino
siganlardan izole edilen 19 adet duodenum, jejunum ve ileum dokusu kullanilmistir.
Deneyde kullanilan erkek siganlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik altinda, yem ve
su kisitlamasi yapilmadan ayni kafeste tutulmustur. TUm hayvanlar deney slresince
Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezinde bakilmistir. Calisma Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ nun 22.02.2018 tarih ve 18/03 sayili karar1 ile onaylanmaistir.

2.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismada; Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji

Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan cihaz ve malzemeler kullanilmistir.

Hassas Terazi (Precisa XB 220 A-Isvigre)

Otomatik Pipetler (Eppondorf 100-1000pul, 20-200ul)

Distile Su Cihazi (Tetra — Zeneer RO 180

Ince ve kalin uclu ve kit uglu makas, disli ve ince uglu pensler, penset
-20°C Buzdolabi1 (Beko BK9610)

Cam tapler

Ependorf Tup (1,5 mL)

Izole Organ Banyosu, Biopac Systems Mp 35 (Commat, Tiirkiye)
Polygraph sistem, Izometrik gerim ileticisi, Bilgisayar

Vorteks (IKA MS3 Basic)

Tip (%95 O2 ve %5 CO2 igeren gaz karigimi)

pH metre (OHAUS)

Petri kutulari

YV V V V V V V V V VYV V V VY
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2.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Didesildimetilamonyum klorid (Selenoid ALG S40/307, Agora, Izmir) (%4’liik
distile suda): 90,9 ml selnoid ALG S40 lzerine 9,1 ml distile su ile ilave edilerek 100
ml, 0,1 M stok cozeltisi -20°C de saklanmistir, deneylerde ise dilie edilerek

kullanilmistir.

Asetilkolin (Sigma A 6625). Distile suda ¢ozdirilmiistir, 0,1 M stok
cozeltisi -20°C de saklanmustir, deneylerde diliie edilerek kullanilmistir.

Ketamin (Ketalar, Pfizer)

Ksilazin (Rompun, Bayer)

2.4. Deneylerde Kullanilan Tirod Cozeltisinin Bilesimi

Sodyum klortr (NaCl) (Merck, 1064041000): 134 mM

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Merck, 1063295000): 11,9 mM
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2POa) ) (Merck, 1063451000): 417 uM
Magnezyum Klorur (MgCl2)(Merck, 1058325000): 1,05 mM
Potasyum klorir (KCI)(Merck, 1049361000): 2,68 mM

Kalsiyum Klorir (CaCl22H.0)(Merck, 1023825000): 1,80 mM
Dekstroz (CsH1206) (Merck, 1083375000): 5,56 mM

Cozeltinin pH s1 7,4’ e ayarlanmustir.

2.5. Yontem

Calismada 19 adet sigcandan aliman duodenum, jejunum ve ileum dokular1 izole
edilmistir. Daha sonra DDAK’nin dokular tzerindeki etkileri Boliim 2.6’da belirtilen

protokollerle ¢alisilmistir.
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2.5.1. Sican Ince Bagirsak Par¢alarimin izolasyonu

Calismada kullanilan yaklasik 500-600 g agirligindaki erkek siganlar, periton i¢i (ip)
ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) uygulamasi ile anesteziye alindi. Siganlar
anestezi altindayken, Sekil 2.1°deki gibi karin 6n duvari agildi. Ince bagirsak
pargalari izole edildi. Duodenum hemen midenin ¢ikis kismindan Sekil 2.2 ve Sekil
2.3’deki gibi izole edildi. Jejunum izole edilirken Sekil 2.4°deki gibi baslangic ve
bitis noktasinin ortasindan alman parga kullamldi. fleum ise plica iliocaecalis takip
edilerek ileum tizerindeki sinir1 ile sekum arasindaki kisim Sekil 2.5°deki gibi izole
edildi. Hemen +4°C’de tirod ¢ozeltisi igeren bir petri kutusuna alinan bagirsak
parcalar1, ince uclu bir makas vasitasiyla, ¢cevre doku ve yaglarindan arindirildi.
Tubal bir sekilde ortalama 1 cm boyunda izole edilen duodenum, jejunum ve ileum
kesitleri, i¢ginde 10 ml tirod ¢ozeltisi bulunan, 37°C’ ye ayarlanmis izole organ
banyosuna (Biopac Systems Mp 35, Commat, Turkiye) 1 g 6n gerim verilerek asildu.

Dokulara deneyler boyunca %95 oksijen - %5’lik karbondioksit gaz karisimi

uygulanda.

vesica
-, Urineria

Sekil 2.1. Sicanda karin i¢i organlarin goriiniimii
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iei
lejunum duodentin

caecum

Sekil 2.2. Sicanda duodenumun alindig1 bolge

Sekil 2.3. Sicanda duodenumun gosterilmesi
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caecum

ileum

Sekil 2.5. Siganda ileumun simirlarinin belirlenerek izole edilmesi
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Tiim ince bagirsak kisimlar1 (duodenum, jejunum ve ileum), izole organ banyosuna
asildiktan sonra 45 dakika (dk) boyunca dengelemeye birakildi. Dengeleme boyunca
dokularin igerdigi tirod c¢ozeltisi 15 dk ara ile bosaltilip, tekrar ilave edildi (10 ml).
Dengeleme isleminden sonra dokularm canliligi 10* M asetilkolin verilerek test
edildi. Protokollerdeki deneyler sirasinda izole edilen dokularin gerimindeki
degisiklikler izometrik gerim ileticisi (transduser) ile Olculdu ve bilgisayara
kaydedildi.

2.6. Deney protokolleri

Calisma ii¢ adet grupta {i¢ protokol uygulanarak yaratuldi:

2.6.1. Birinci grup (1. Protokol):

Didesildimetilamonyum kloridin si¢an ince bagirsak kisimlari tizerine tek basina
etkisini aragtirmak amaciyla DDAK derisimleri duodenum, jejunum ve jejunum
lizerine uygulandi. Kirkbes dakika dengeleme periyodunun ardindan 10* M ACh
derisimi uygulanarak dokularin canliligi test edildi. Ardindan tirod ¢Ozeltisi ile
duodenum, jejunum ve ileum dokulart 5 dk ara ile ile 3 kez yikandi. Tekrar kendi
spontan kasilmalar1 olusunca 108, 107, 10, 105, 10“ DDAK cozeltileri kiimilatif
(birikimli) derisimlerde 5 dk ara ile uygulandi.

2.6.2. Ikinci grup (2. Protokol)

Bu uygulama Onceden maruz kalinan DDAK’ in ACh kasilmalarini nasil etkiledigini
saptamak amaciyla yapildi. Dengeleme 45 dk ddéneminin ardindan 10* M ACh
derisimi uygulanarak dokularin canliligi test edildi. Bes dk ara ile 3 kez tirod
cozeltisi ile duodenum, jejunum ve ileum dokular1 yikanmisdir. Daha sonra 10°, 10°
8 107, 10 10° 10* ve 10° M ACh derisimleri kimiilatif olarak uyguland.
Dokular 5 dk ara ile 3 kez yikandiktan sonra tekrar dengelenince 3x10’M DDAK ile
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15 dakika inkiibe edilen dokularin iizerine 10°, 108, 107, 10, 10°, 10 ve 1023 M
ACh derigimleri uygulandi. 1. Protokolden elde edilen veriler kullanilarak dokular

uzerine DDAK’ 1n etkimedigi derisim secildi.

2.6.3. Ugiincli grup (3. Protokol)

Bu uygulama prekontrakte (6n kasilma) edilen dokularda DDAK’ 1n etkisini
degerlendirmek amaciyla yapildi. Dengeleme déneminin (45 dk) ardindan 10* M
ACh derisimi uygulanarak dokularin canlilig: test edildi. Bes dk ara ile 3 kez Tirod
cozeltisi ile duodenum, jejunum ve ileum dokular: yikandi. Daha sonra 1,71x10™° M
ACh (ACh’ in ECgs degeri Graph Prism Softare ver.6 programi ile daha 6nceden
yapilan denemelerden elde edilen ACh derisim yanitlarinin egrilerinden elde edildi n:
6) ile dokular prekontrakte edildi ve yikama yapmadan 3 dk ara ile 100, 90, 90, 90,
90 I olacak sekilde 5 kez distile su verildi. Bu deneme kontrol olarak
degerlendirildi. Bes dakika ara ile dokular eski haline donene kadar yikandiktan
sonra yine 1,71x10° M ACh ile dokular prekonrakte edildi ve 3 dk ara ile 108, 107,
10, 10, 10* M DDAK kuimdilatif (birikimli) derisimlerde uyguland.

2.7. Protokol Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Caligmanin verileri degerlendirilirken, olusan kasilma ve gevsemeler veya gerimdeki
degisiklikler izometrik gerim ileticisi (Biopac Systems Mp 35, Commat, Turkiye) ile
Olcildi  ve Dbilgisayara kaydedildi. Maddelerden elde edilen verilerin
degerlendirilmesinde 1. Protokolde bazal gizgiye gore (Bazal ¢izgi degeri 100 kabul
edilerek) % kasilmalar 6lgildu. 2. Protokolde ise hem tek tek tum derisimlerin bazal
cizgiye gore % kasilmalart hesaplandi, hem de elde edilen bu verilerden ACh
kasilmalarinin pD2 ve Emax parametreleri Graph Pad Prism Software ver.6 Programi
ile hesaplandi. Daha sonra pD2 ve Emax degerlerinin karsilastirilmasi ile yapildi. pD2
degeri yart maksimal etkinlik i¢in gerekli kullanilan maddenin derisiginin negatif

logaritmasi; Emax degeri ise ila¢ tarafindan olusturulan maksimum etkinligin %
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seklinde ifadesi olarak tanimlandi. Emax degeri hesaplanirken yine bazal ¢izgiye
gbre % kasilmalar bulundu ve uygulanan ACh derisimlerinin ulastigi en yiiksek
deger kullanildi. Uglincii protokolde ise ACh’ in ECss yani submaksimal derisimi
bulundu. Bu derisim ile 6n kasilma olusturulan dokularin ulastigi maksimum kasilma
%100 olarak kabul edildi. Ardindan olusan gevseme yanitlart bu deger 100 kabul
edilerek hesaplandi. Frekans degerleri ise 3 dk ara ile uygulanan maddelerin

olusturdugu spontan kasilmalarin tepe noktalari sayilarak elde edildi.

2.8. istatistiksel Analizler

Istatistiksel hesaplamalar “SPSS 15 Windows igin” istatistik paket programi
kullanilarak yapildi. Sunulan c¢aligmada elde edilen veriler aritmetik ortalama +
standart hata seklinde verildi. Oncelikle normalite testi yapildi. Normal dagilim
gosteren verilerde ikili gruplar arasinda “esli gruplar t testi”, normal dagilim
gostermeyen verilerde ise “Wilcoxon Signed Ranks non parametrik testi” kullanildi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Didedisildimetilamonyum kloridin tek basina dudenum, jejunum ve ileum

kasilmalari iizerine etKisi

DDAK sigan ince bagirsak kisimlari iizerine (duodenum, jejunum ve ileum) tek
basina etkisini arastirmak amaciyla DDAK 108, 107, 10, 10%, 10“* M derisimlerde
5 dk ara kumulatif (birikimli) derisimlerde uygulandi (1. Protokol). Elde edilen
bulgular 10° M’ de ve 6zellikle 10 M derisimde Sekil 3.1.’de duodenumda Sekil
3.2.°de jejunumda ve Sekil 3.3.°de ileumda kasilmalarin azaldigini gostermistir.
Bazal ¢izgi 100 kabul edilerek elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’

lar1 Cizelge 3.1.° de, derisim cevap egrisi Sekil 3.4.” de sunulmustur.

TR g

Sekil 3.1. Duodenuma 10* M DDAK derisimi okla gosterilen bolgede
verilmesi ve kasilmada azalmanin gézlemlenmesi
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Sekil 3.2. Jejunuma 10* M DDAK derisimi okla gosterilen bolgede
verilmesi ve kasilmada azalmanin gézlemlenmesi

Sekil 3.3. [leumuna 10* M DDAK derisimi okla gdsterilen bdlgede verilmesi
ve kasilmada azalmanin gézlemlenmesi

Cizelge 3.1. Didedisildimetilamonyum kloridin (DDAK) 10% M-10* M
derigimlerinde dudenum, jejunum ve ileum % kasilmalari iizerine etkisi

108 M 10'M 105Mm 10°M 10“M
DDAK DDAK DDAK DDAK DDAK

Duodenum 89,06+24,22  76,45+22,57  66,07+18,7 37,85%¥8,47  20,02+5,01
Jejunum 72,13+28,63  63,36+29,63  55,24+28,95 45,86+23,25 24,01+9,05
fleum 147,47+48,68 115,08+37,07 90,38+29,21 71,8+21,66 27,52+6,24

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmigtir. Duodenum igin n: 7, jejunum igin
n: 5, ileum igin 6’ dir. (n: Kullanilan hayvan sayis1), M: Molar
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Sekil 3.4. Didedisil dimetil amonyum kloridin (DDAK) dudenum, jejunum
ve ileum % kasilmalart (mg) iizerine olan derisim cevap egrisi. Duodenum igin n: 7,
jejunum i¢in n: 5, ileum i¢in 6° dir. (n: Kullanilan hayvan sayist), M: Molar

3.2. Sigan ince bagirsak dokulari Gizerine 3x10”7 M DDAK’ in ACh ile birlikte etkisi

Sigan duodenum, jejunum ve ileum dokusu iizerine DDAK’in ACh ile birlikte
etkisini arastirmak i¢in yapilan 2. Protokolde, dnce kontrol amagli 45 dk dengeleme
doneminin ardindan 10°, 108, 107, 105, 10°, 10 ve 10° M ACh derisimleri Sekil
3.5.’de goriildiigii gibi uygulandi. Sonra 5 dk ara ile 3 kez yikandiktan sonra 3x10~
M DDAK (etkisiz derisim) ile 15 dakika inkiibe edilen dokularin iizerine Sekil
3.6.’da goriildiigii gibi uygulanan 10°, 108, 107, 10°, 10°, 10“ ve 10° M ACh
derigimleri karsilagtirildi. Karsilastirma yapilirken hem her derisim kendi arasinda

karsilastirildi hem de pD2 ve Emax degerleri karsilastirildi.

27



A
A

| .lm .
i

NI dil i

arec AN WWNWWJ\MU\MU”LMMWWUL M M UJJJUUU il

Sekil 3.5. Duodenuma 45 dk dengelemenin ardindan kontrol amagl sadece
10°, 108,107, 108, 10°, 10 ve 10 M ACh derisimlerinin uygulamasi

I
A, P A A ARt e

Sekil 3.6. Duodenum 3x107 M DDAK (etkisiz derisim) ile 15 dakika inkiibe
edildikten sonra tizerine 10°, 108, 107, 108, 10°, 10 ve 10 M ACh derisimlerinin
uygulamast

Sigan duodenumu iizerine DDAK’ i ACh ile birlikte olusan derisim yanit
egrisi Sekil 3.7.” de verilmistir. Sonugta normal duodenum dokusu ile 15 dk 3x107’
M DDAK ile inkiibe edilen ACh derisim cevaplari arasinda bir fark bulunamustir.
Hesaplanan pD2 ve Emax degerleri arasinda da bir fark bulunmamistir (P>0,05)
(Cizelge 3.2.).
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Duodenum

600
» 500 T
£ 400 I
g 300
2 200
; 100
0
-100
7 6 5 -4 3
— AcH 0 0 0 2052 32359 370,87 397,43
AcH+DDAK 0 0 0 163,16 26636 366,17 397,64
log M
—— AcH AcH+DDAK

Sekil 3.7. izole duodenum dokusunda ACh ve ACh + 3x107 M DDAK
derigim yanit egrisi. n:6, Uygulanan derisimler arasinda istatistiksel bir fark yoktur
(P>0,05). Alttaki veri tablosunda ortalama % kasilmalarin mg sayisal degerleri
verilmigtir. Standart hatalar barlarla gosterilmistir.

Cizelge 3.2. izole sican duodenum dokusunda asetilkolin, ACh + DDAK pD;
ve Emax degerleri.

pDz E max
Uygulama (n: 6)
Asetilkolin (10°-103M) 5,76+0,15 402,72+68,52
DDAK (3x10'M)
+ 5,38+0,3 398,28+88,6

Asetilkolin (10°-103M)

pD2 ve Emax degerleri arasinda fark yoktur (P>0,05).Veriler ortalama + standart hata
(SH) olarak verilmistir

Si¢an jejunumu tizerine ACh ve DDAK + ACh ile birlikte olusan derigim
yanit egrisi Sekil 3.10.” de verilmistir. izole sican jejunumu iizerinde ACh derisimleri
ile 15 dk 3x107" M DDAK ile inkiibe edilen ACh derisim cevaplari arasinda bir fark
Sekil 3.8. (ACh derisimleri uygulamasi) ve Sekil 3.9.’un (DDAK + ACh derisimleri
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uygulamasi) karsilastirilmasinda ve Sekil 3.10.un yanit egrisinde gosterildigi lizere
bulunamamistir. Yine elde edilen verilerden hesaplanan pD> ve Emax degerleri

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamuistir (P>0,05) (Cizelge 3.3.).

TN
N

¢
<
.6
"""E:__E

Sekil 3.8. Jejunuma 45 dk dengelemenin ardindan kontrol amagh sadece 107,
108,107, 10, 10°, 10* ve 10° M ACh derisimlerinin uygulamasi
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edildikten sonra tizerine 10°, 108, 107, 108, 10°, 10 ve 10 M ACh derisimlerinin
uygulamast
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AcH 0 0 0 232,09 352,71 345,09 364,64
AcH+DDAK 0 0 0 227,31 325,45 322,32 354,31
log M
AcH AcH+DDAK

Sekil 3.10. izole jejunum dokusunda ACh ve ACh + 3x10'M DDAK derisim
yanit egrisi. n:6, Uygulanan derisimler arasinda istatistiksel bir fark yoktur (P>0,05).
Alttaki cizelgede ortalama % kasilmalarin mg sayisal degerleri verilmistir. Standart
hatalar barlarla gosterilmistir.

Cizelge 3.3. izole sican jejunum dokusunda asetilkolin, asetilkolin+DDAK
pD2 ve Emax degerleri.

pD2 Emax
Uygulama (n: 6)
Asetilkolin (10°-103M) 6,03+0,08 381,53+40,87
DDAK (3x107'M)
+ 5,92+0,12 385,82+52,07

Asetilkolin (10°-103M)

pD2 ve Emax degerleri arasinda fark yoktur (P>0,05). Veriler ortalama + standart hata
(SH) olarak verilmistir.

Izole sigan ileumunun Gzerine ACh ve DDAK + ACh ile birlikte olusan derisim

yanit egrisi Sekil 3.13.” de verilmistir. Izole sican ileum dokusu Uzerinde ACh
derisimleri ile 15 dk 3x107" M DDAK ile inkiibe edilen ACh derisim cevaplar
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arasinda bir fark Sekil 3.11. (yalniz ACh derisimleri uygulamasi) ve Sekil 3.12.’nin
(DDAK + ACh derisimleri uygulamasi) karsilastiriimasinda ve Sekil 3.13.’lin yanit
egrisinde gorildiigi gibi bulunamamustir. Elde edilen verilerden hesaplanan pD2 ve
Emax degerleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (P>0,05). Ancak
DDAK ile 15 dk maruziyet Emax degerinde istatistiksel olmayan bir azalma
yapmistir (ACh Emax degeri: 822,55+355,56, ACh + DDAK Emax degeri:
623,81+211,89). Cizelge 3.4 de izole sigan jejunum dokusunda asetilkolin,
asetilkolin+DDAK pD2 ve Emax degerleri sunulmustur.

¢\L\L\L

R

Sekil 3.11. fleuma 45 dk dengelemenin ardindan kontrol amagh sadece 107,
108,107, 10, 10, 10* ve 10"* M ACh derisimlerinin uygulamasi
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Sekil 3.12. Ileuma 3x107 M DDAK (etkisiz derisim) ile 15 dakika inkiibe
edildikten sonra lizerine 10°, 108, 107, 108, 105, 10* ve 10 M ACh derisimlerinin
uygulamasi

lleum

1200
%.o 1000
p 800
g 600
©
p>3 400
o
= 200
0
-9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
e ACH 0 0 0 612,18 770,09 61531 745,01
e A CH+DDAK 0 0 145,38 372,96 481,09 485,34 623,81
log M

e ACH e ACH+DDAK

Sekil 3.13. izole ileum dokusunda ACh ve ACh + 3x10'M DDAK derisim
yanit egrisi. n:6, Uygulanan derisimler arasinda istatistiksel bir fark yoktur (P>0,05).
Alttaki cizelgede ortalama % kasilmalarin mg sayisal degerleri verilmistir. Standart
hatalar barlarla gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. izole sigan ileum dokusunda ACh, ACh+DDAK pD; Ve Emax
degerleri.

pDz Emax
Uygulama (n: 6)
Asetilkolin (10°-103M) 6,03+0,02 822,55+355,56
DDAK (3x10'M)
+ 5,88+0,13 623,81+211,89

Asetilkolin (10°-103M)

pD2 ve Emax degerleri arasinda fark yoktur (P>0,05). Veriler ortalama + standart hata
(SH) olarak verilmistir.

3.3. Asetikolinin ECgs Degeri ile On Kasilma Olusturulan izole Sican Ince
Bagirsak Dokular: (Duodenum, Jejunum, Illeum) Uzerine DDAK’ 1n Etkisi

Izole sican duodenum dokusu iizerine 1,71x 10° M ACh ile prekontrakte
edilen (6n kasilma olusturulan) doku platoya ulasinca Sekil 3.14.’de goriildiigii gibi
3 dk ara ile 5 kez 100, 90, 90, 90, 90 pl olacak sekilde distile su kumulatif
calistimistir. Bu deneme kontrol olarak degerlendirilmistir. Yine 1,71x 10° M ACh
ile dokular prekonrakte edilmis ve Sekil 3.15.’de goriildiigii gibi 3 dk ara ile 108, 10°
7,10%, 10, 10* M DDAK kiimiilatif (birikimli) derisimlerde uygulanmistir. Kontrol
ve DDAK derisimlerinin 3 dk boyunca olusan frekans degerleri ve % gevseme
degerleri karsilastirilmistir.  Sonugta uygulanan derisimlerde frekans degerleri
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (P>0.05). Cizelge 3.5.” de 1,71x
10° M ACh prekontrakte edilen izole sican duodenumunun frekans degerleri

uzerinde DDAK derisimlerinin etkisi ortalama + SH olarak verilmistir.
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Sekil 3.14. Duodenum 1,71x 10° M ACh ile prekontrakte edilerek doku
platoya ulasinca 5 kez distile su kiimiilatif uygulamasi
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Sekil 3.15. Duodenuma 1,71x 10° M ACh ile prekonrakte edilerek 3 dk ara
ile 108 107, 10% 10% 10% M DDAK kimilatif (birikimli) derisimlerde
uygulanmasi
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Cizelge 3.5. Asetikolinin ECgs (1,71x 10° M) Degeri ile On Kasilma
Olusturulan Izole Sican Duodenumunun Frekans Degerleri Uzerine DDAK
Derisimlerinin Etkisi

Frekans Degerleri
Uygulama 10°M 10'M 10°M 10°M 10“M
(n: 6)
Distile su 97,33+6,85 92,67+7,55 85+11,02 83,33+9,59 84,67+9,97
(Kontrol)
DDAK 96,5+3,94 91,67+8,11 90,67+7,17 86,00+9,89 80,00+7,84

Gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05). Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir

Duodenum
0 log M
10
20
= 30
; 40
g 50 _
L 60
80 I i
XL
90 I
8 7 -6 5 -4
—— Kontrol 55,46 69,77 72,79 75,48 82,82
DDAK 53,59 65,2 75,4 82,55 91,19
—— Kontrol DDAK

Sekil 3.16. Asetikolinin ECegs(1,71x 10° M) Degeri Ile On Kasilma
Olusturulan izole Sigan Duodenumun % Gevseme Degerleri Uzerine DDAK
Derigimlerinin Etkisi. n:6, Uygulanan derisimler arasinda istatistiksel bir fark yoktur
(P>0,05). Yukarida cizelgede ortalama % gevsemelerin mg sayisal degerleri
verilmistir. Standart hatalar barlarla gosterilmistir.

Uygulanan derisimlerde, % gevseme degerleri arasinda istatistiksel olarak bir

fark bulunamamistir (P>0.05). Sekil 3.16.” da 1,7x10° M ACh prekontrakte edilen

36



izole sican duodenumunun % gevseme degerleri lizerinde DDAK derisimlerinin
etkisi ortalama+SH olarak verilmistir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 6zellikle uygulanan en yiiksek derisim olan 10* M DDAK (91,19+3,35)
ile kontrol distile su (82,82+5,08) karsilastirildiginda DDAK’ 1n gevseme cevabini
artirdigini yani DDAK’ in ACh’ 1n olusturdugu kasilmalar1 azalttigi saptanmustir.

Jejunumda 1,71x 10° M ACh prekontrakte edilen dokularda uygulamalar
Sekil 3.17.’de (distile su) ve Sekil 3.18.’de (DDAK) gosterilmistir. Frekans degerleri
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (P>0.05). Cizelge 3.6.” da 1,71x
10° M ACh prekontrakte edilen izole sigan jejunumda frekans degerleri iizerinde
DDAK derisimlerinin etkisi ortalama + SH olarak verilmistir. Her ne kadar
istatistiksel olarak anlamli olmasa da 10* M DDAK derisiginde frekans degeri
(51,17+8,65), distile su uygulamasina gore (75,83+8,24) frekans degerini azaltmistir.

Cizelge 3.6. Asetikolinin ECgs(1,71x 10° M) Degeri Ile On Kasilma
Olusturulan izole Sigan Jejunum Frekans Degerleri Uzerine DDAK Derisimlerinin
Etkisi

Frekans Degerleri
Uygulama 108M 10'M 10°M 10°M 10*M
(n: 6)
Distile su 84,33+6,71 81,5454 75,5+8,42  79,67+7,37 75,83+8,24
(Kontrol)
DDAK 84,00+2,82 84,33+4,28 80,33+3,66 74,17+4,5 51,1748,65

Gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05). Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir
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ulasinca 5 kez distile su kiimiilatif uygulamasi

Sekil 3.17. Jejunum 1,71x 10° M ACh ile prekontrakte edilerek doku platoya
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Sekil 3.18. Jejunuma 1,71x 10° M ACh ile prekonrakte edilerek 3 dk ara ile

108,107, 10, 10, 10* M DDAK kiimilatif (birikimli) derisimlerde uygulanmasi

Sekil 3.19.°da 1,71x 10° M ACh prekontrakte edilen izole sican jejunum

dokusunun % gevseme degerleri tizerinde DDAK derisimlerinin etkisi ortalama+SH
olarak verilmistir. 10* M DDAK (%93,66+1,89) ile kontrol distile su (%72,46+5,92)

karsilastirildiginda DDAK’ 1n gevseme cevabini artirdigini yani DDAK’ in ACh’ in
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olusturdugu kasilmalar1 istatistiksel olarak anlamli sekilde (P<0,01) azalttigi
saptanmigtir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olmasa da ACh kasilmalar1 10
M DDAK derisiminde % gevseme degeri (71,07£5,78), distile su uygulamasina gore
(59,20+6,83) % gevseme degerini arttirmistir.

Jejunum
log M
0 -

an 20
£ ) I
@ 40 r—\+
g 60 T [
o) 80 =
= 100 =

120

-8 7 6 -5 -4
— Kontrol 39,06 46,23 46,88 59,2 72,46 **
DDAK 27,6 42,37 58,57 71,07 93,66
— Kontrol DDAK

Sekil 3.19. Asetikolinin ECegs(1,71x 10° M) Degeri Ile On Kasilma
Olusturulan izole Sican Jejunumun % Gevseme Degerleri Uzerine DDAK
Derisimlerinin Etkisi. n:6, 10* M derisimde kontrol ile DDAK uygulanan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (**P<0,008). Alttaki veri
tablosunda ortalama % gevsemelerin mg sayisal degerleri verilmistir. Standart
hatalar barlarla gosterilmistir.

Asetilkolin ECgs degeri ile (1,71x 10° M) prekontrakte edilen ileum
dokularinda Sekil 3.21.’de goriildiigii gibi uygulanan degisik derisimlerde DDAK
frekans degerleri ile, Sekil 3.20.’deki gibi distile su uygulamalari arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunamamstir (P>0.05). Cizelge 3.7.” de 1,71x 10° M
ACh prekontrakte edilen izole sigan ileumunda da frekans degerleri iizerinde DDAK
derisimlerinin etkisi ortalama + SH olarak verilmistir. Her ne kadar istatistiksel
olarak anlamli olmasa da 10* M DDAK derisiginde frekans degeri (57,67+10,06),

distile su uygulamasinin (76,50+2,83) frekans degerine gére daha az goziikmektedir.
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Sekil 3.20. 1,71x10° M ACh ile prekontrakte edilen sigan ileumu (izerine
birikimli distile su uygulamasi
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Sekil 3.21. 1,71x10° M ACh ile prekonrakte edilen sican ileumu iizerine 3 dk
ara ile 108, 107, 10% 10° 10* M DDAK kiimiilatif (birikimli) derisimlerde
uygulanmast

Cizelge 3.7. Asetikolinin ECgs (1,71x 10° M) Degeri Ile On Kasilma
Olusturulan Izole Sigan Ileumunun Frekans Degerleri Uzerine DDAK Derigimlerinin
Etkisi

Frekans Degerleri
Uygulama 10M 10'M 10°M 10°M 10“M
(n: 6)
Distile su 80,33+3,21 77,83+£2,96 77,6739 77,50+3,51 76,50+2,83
(Kontrol)
DDAK 77,00£3,13 77,50£2,95 77,83+1,51 76,33%£3,12 57,67+10,06

Gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05). Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir.
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Sekil 3.22.” de 1,71x 10° M ACh prekontrakte edilen izole sican ileum
dokusunun % gevseme degerleri {izerinde DDAK derisimlerinin etkisi ortalama = SH
olarak verilmistir. 10* M DDAK (84,9566+4,94) ile kontrol distile su (64,96+7,15)
karsilastirildiginda DDAK’ 1n gevseme cevabini artirdigini yani DDAK” in ACh’ in
olusturdugu kasilmalar1 istatistiksel olarak anlamli sekilde (P<0,05) azalttigi

saptanmistir.
lleum
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Sekil 3.22. Asetikolinin ECgs (1,71x 10° M) Degeri ile On Kasilma
Olusturulan Izole Sigan Ileum dokusunun % Gevseme Degerleri Uzerine DDAK
Derisimlerinin Etkisi. n:6, 10* M derisimde kontrol ile DDAK uygulanan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (*P<0,05). Alttaki veri tablosunda
ortalama % gevsemelerin mg sayisal degerleri verilmistir. Standart hatalar barlarla
gosterilmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada DDAK’ 1n, izole sican doudenum, jejunum ve ileum kasilmalari
lizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla DDAK (10® M-10 M) tek basina, 3x107’
M’da inkiibe edilerek ACh (10°M-10M) ile birlikte ve ACh’ 1n ECss (1,71x10° M)
degeri ile on kasilma olusturulan dokularda DDAK 108 M-10* M protokolleri

uygulanmustir.

4.1. Didesildimetilamonyum kloridin (DDAK) tek basina dudenum, jejunum ve

ileum kasilmalari iizerine etKisi

Antiseptik ve dezenfektanlar, veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanim alanina
sahiptir. Bu maddeler meme basi antisepsisinden ahir ve agillarin ya da cerrahi
aletlerin  dezenfeksiyonuna  kadar  birgok alanda, veteriner  hekimin
sorumluluklarindan biri olan koruyucu hekimlik gorevini yapmasina yardimei
olmaktadir (Kaya 2013). Kuaterner amonyum bilesikleri genis kullanim alanina
sahip dezenfektan ve antiseptiklerdendir (Hengstad ve ark 2010). Kuaterner
amonyum bilesiklerinin kullanilan yogunluk ve doza bagl olarak yerel ve sistemik
zehirli etkileri bulunmaktadir. Sistemik etkilerinin mekanizmas1 tam olarak
aciklanmamakla birlikte; kolinesteraz inhibitér ve gangliyon blokan etkiler,
néromuskular bolgelerde kirar benzeri etkinlikten s6z edilmektedir. Gergekten de bu
maddelere maruz kalan hayvanlarda, pestisid zehirlenmesine benzeyen tikurik
salgis1 artis1, kusma, kas zayifligi, solunum ve merkezi sinir sistemi baskilanmasi,
ates, bayilma, kollaps ve koma gibi etkiler goriilmektedir. Ayrica mukozalarda
hasarda olusturmaktadir (Bates ve Edwards 2015, Gwaltney — Brant 2013, King ve
ark 1999).

Hem insan hekimliginde hem de veteriner hekimlikte degisik amaclarla
kullanilan pekcok kuaterner amonyum bilesigi farkli farmakolojik etkiler

gostermektedirler. Ornegin, basit bir kuaterner amonyum bilesigi olan
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tetraetilamonyum, voltaja duyarli ¢ok ¢esitli potasyum kanallarin1 ayni zamanda
kalsiyumla aktive olan potasyum kanallarin1 da bloke edebilir (Khodakhah ve ark.
1997). Schmidt ve ark. (1994) antikolinerjik etkili bir kuaterner amonyum bilesigi
olan trospiyum kloriiriin saglikli insan hastalarinda 24 saatlik jejunal hareketliligin
kaydedilmesini ve oral uygulamasindan kaynaklanan hareketlilikteki degisiklikleri
dijital monometri ile analiz etmeyi amaglamistir. Aragtirmacilar giinde 3 kez 15 mg
verilen trospiyum kloriir yemek sonrasi diizensiz kasilma aktivitesini uzattigini ve
bagirsak kasilmalarini frekans ve amplitiidiinii azalttigini1 saptamislardir. Pfeiffer ve
ark. (1993) trospiyum klorrin mide-bagirsak motilitesini azalttigin1 gostermislerdir.
Yine bir kuaterner amonyum bilesigi olan metantelin kobay ileumunda ACh ile
olusturulan kasilmalar1 antagonize etmistir. Bu antagonist etki yarigmali ya da
yarigmasiz  inhibisyon etkiyle gerceklesmemektedir.  Metantelinin  lipid
¢Oziiniirliiglinlin, triklorasetat ile bir iyon ¢iftinin olusturulmasiyla arttirilmasi,

kolinerjik inhibitor aktivitesini etkilememistir (Gillespie ve ark. 1977).

Neostigmin, asetilkolinesterazin anyonik bolgesine baglanan gii¢lii bir sekilde
bazik arbamil grubuna sahip bir kuaterner amonyum bilesigidir. Tasidig1 kuaterner
amonyum grubu (Np (CH3) 3), neostigmini lipid ortamda ¢6ziinmez hale getirerek
kan-beyin bariyerini ge¢mesini Onler. Edrofonyum ise kisa etkili bir koliesteraz
inhibitoriidiir ve kuaterner amonyum bilesigidir. Mide-bagirsak sistemi iizerine
etkileri s6z konusu oldugunda, kolinesteraz etkinliginin dnlenmesi yemek borusu,
mide hareketlerinin ve mide salgilarinin, ince ve kalin bagirsakta motor etkinligin

artisina neden olmaktadirlar (Nair ve Hunter 2004).

Benzalkonyum klorlr pozitif yukli bir yizey aktif alkilamindir (kuaterner
amonyum bilesigi) ve bakterileri tahrip edici etkisinden dolay1 biyuk 6lgtiide cerrahi
bir antiseptik olarak kullanilan gii¢lii bir katyonik deterjandir. Benzalkonyum kloriir
Ozellikle miyenterik denervasyon modeli olusturmak icin, memelilerin enterik sinir
sisteminin bircok fonksiyonel ve patolojik yonuni incelemede deneysel olarak
kullanilmistir. Simdiye kadar, bu alandaki arastirmalar i¢in kullanilabilen tek
merkezi denervasyon yontemidir (Garcia ve ark. 2019). Matsuo (1991), sigan

antroduodenal kasilmalarini ¢alismis ve normal antral kasilmalarim koordinasyon

icinde kendiliginden olustugunu bildirmislerdir. Antroduodenal kavsak bdolgesi

43



benzalkonyum kloriir ile 6n muamele edildiginde, arttirilmis duodenal kasilmalarin
olusmadigini; bu durumun neostigmin ve domperidon uygulandiktan sonra bile
(antral kasilmalar kendiliginden meydana gelse de) benzalkonyum kloririin etkisinin
diizelmedigini saptamislardir. Olusan etkinin altinda yatan mekanizmanin
benzalkonyum kloriiriin yiiksek yogunluklarda olusturdugu genel doku hasar1 ve
myenterik pleksusta yaygin apoptoz gibi etkenlere bagli oldugu disiiniilmiistiir
(Garcia ve ark. 2019). Sunulan bu ¢alismada da, bahsi gegen ¢alismalarla uyumlu
olarak; DDAK, sigan duodenum, jejunum ve ileum dokularinin fazik kasilmalarini

ozellikle 10* M derisimde azaltmistir.

Didesildimetilamonyum  klorid 4. nesil kuaterner ~ amonyum
bilesiklerindendir. “Ikiz veya Ikili Zincir kuat” veya dértlii “ikiz zincir” olarak
adlandirilanlar, benzen halkasiz dogrusal dialkil zincirleri olan kuaterner trunlerdir.
Bu kuaternerler antiseptik aktivite bakimindan dstiindiir, diisik kopiiklenme
ozelligine sahiptir ve protein yiiklerine ve sert suya karsi yiiksek toleranslidir.
Yiyecek ve icecek endiistrisinde dezenfeksiyon icin Onerilir, ¢linkii diisiik toksisiteye
sahiptir (Anonim 2019d). Yapilan akut toksisite caligmalarinda agizdan yiiksek
dozda verilen didesildimetilamonyum sakkarinatin duodenum, jejunum ve ileum
segmentlerinde kontrol grubuna gore farklilik olusturmadigi bildirilmistir (Jodynis-
Liebert ve ark. 2010). Jodynis-Liebert ve ark.(2010) ¢alismasinda, yaygin bir doku
hasarina rastlanmamistir. Buna karsin yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda (Kwon ve
ark 2014) DDAK’ 1n insan alveoler hiicrelerinde diisiik dozlarda bile oksidatif strese
neden oldugunu ve hiicresel biiyiimeyi engelledigi tespit edilmistir. Hiicre igi
birikimin, DDAK” 1n sitotoksik etkisine aracilik edebilecegini diisiinen Kwon ve ark.
(2015), DDAK’ 1n 24 saatte insan akciger epitel hiicrelerinde, derisime bagli bir
sekilde hiicre canliligin1 azalttigim1 gostermislerdir. Jodynis-Liebert ve ark.(2010),
didesildimetilamonyum sakkarinatin deri ve akcigerlerden elde edilen hiicre
hatlarinda mide-bagirsaktan elde edilen hiicre hatlarina gore daha sitotoksik
oldugunu bildirmislerdir. Hiicre hatlarinda inkiibe edilen, 10 pM (10° M)
derisimdeki didesildimetilamonyum siiksinat tim hiicre hatlarindaki hiicreleri
Oldiirmiistiir. Sunulan ¢alismada sigan ince bagirsakta kasilmalarin azalma nedeni

DDAK’ 1n hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi olabilir.
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4.2. Sican ince bagirsak dokulan iizerinde 3x107 M DDAK inkibasyonunun
asetilkolin ile birlikte etkisi

Asetilkolin ESS’ nin en 6nemli uyarict néromediyatoriidiir. Bolgedeki diiz kaslarin
ve salgi hiicrelerinin gorevlerini diizenlenmesinde hayati bir role sahiptir (Davis ve
ark. 1998). ACh hiicre zarinda muskarinik reseptorlere baglanir; ve hiicre zara
bagli PLC enzimleri ve IP3 iiretimini artirir. Sitoplazmadan salinan IP3, hiicre ici
kalsiyum (Ca*?) depo bolgesinden Ca*? salinimina neden olur. Atropin gibi yarismali
antagonistler ACh derisim cevap egrisini en yiiksek cevabi (Emax) degistirmeden saga
dogru kaydirirlar (Sadraei ve ark. 2003). Sunulan ¢alismada DDAK inkiibasyonu
ACh’ 1n pD2 ve Emax parametrelerinde herhangi bir degisiklige yol agmamistir. Bu
durum DDAK igin segilen derisime (3x107" M) baglanabilir. Secilen DDAK derisimi
dokular iizerinde etkisi goriilmeyen derisim olarak segilmistir. Boylece normal
kosullarda kullanilan ya da disardan alinmasi muhtemel miktarda DDAK’ 1n ince
bagirsak tizerindeki akut etkisi degerlendirmek amaglanmigtir. Akut toksisite
caligmalarinda agizdan didesildimetilamonyum sakkarinatin yuksek dozlarda bile
ince bagirsak boliimlerine (duodenum, jejunum ve ileum) patolojik olarak zarar
vermedigi bildirilmistir (Jodynis-Liebert ve ark. 2010). Sunulan ¢alismanin
sonuclari, diisiik derisimde DDAK’ 1n si¢an ince bagirsak boliimlerine uygulanan

ACh cevaplarini degistirmedigini gostermistir.

4.3. Asetikolinin ECgss Degeri fle On Kasilma Olusturulan izole Sican ince
Bagirsak Dokular: (Duodenum, Jejunum, fleum) Uzerine DDAK’ 1n Etkisi

Asetikolinin ECgs (1,71x10° M) degeri ile 6n kasilma olusturulan izole sican
dokularma 108 M — 10* M DDAK derisimleri uygulanmis ve 10* M DDAK’ 1n
jejunum ve ileumda % gevseme cevabimi artirdigini; yani DDAK’ i ACh’ in
olusturdugu kasilmalar1 istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttifi saptanmistir.
Duodenum % gevseme cevaplarini ise istatistiksel olmayan bir sekilde artirmistir. Ug
dakika boyunca alinan frekans degerlerinde her (i¢ dokuda da istatistiksel bir fark
goriilmemistir. Ancak jejunum ve ileum dokusu frekans degerleri 10* M DDAK

uygulamasinda, istatistiksel bir anlamlilik olmasa da sayisal bir diisiis saptanmustir.

45



Mide-bagirsak diiz kaslarin gevseme cevabinin altinda bircok mekanizma
yatmaktadir. Uyarict maddelerin etkilerinin antikolinerjik, antihistaminerjik
mekanizma ile onlenmesi ya da adrenerjik, purinerjik, GABAerjik etki gibi baskici
etkiler; gevseme yanitina sebep olabilir (Hejazian-Y ve ark. 2019).

Kuaterner amonyum bilesiklerinin antimuskarinik etkileri eskiden beri
bilinmektedir. Antimuskarinik etki gosteren bu maddeler genellikle spazm c¢o6ziicl
olarak kullanilmaktadir (Pak ve ark. 2003, Evangelista 2004). Ancak DDAK’ 1n
antimuskarinik etkili olabilecegi sunulan c¢alismadaki verilerle séylemek guctdr.
Nitekim DDAK dezenfektan olarak kullanilan bir kuaterner amonyum bilesigidir ve
kimyasal olarak ve bakteriler Uzerine olan etkileri yoninden benzalkonyum klortre
daha cok benzemektedir (Anonim 2019d). Benzalkonyum kloruririin miyenterik
denervasyon olusturarak sigan (Matsuo ve ark. 1991) ve hindide duodenal
kasilmalar1 6nledigi gosterilmistir (Chaplin ve Duke 1990). ince ve kalin bagirsaklar,
agizdan alinan, solunan toksik maddelere karsi 6nemli bir engel olusturur. Bir
yandan da bagirsaklar toksik veya kanserojen maddelerin emiliminin birincil
bolgesini temsil ettiginden biylk éneme sahiptir. Uzunlugu ve yapisindaki villilerin
varligl ile 6zel emici epitel muazzam bir ylizey alanina sahiptir. Bagirsaklarin emici
yuzey olarak hareket etmesine ek olarak, bilesiklerin metabolizmasinda da 6nemli bir
rol oynar. Alinan toksik maddelerin biyotransformasyon ve aktivasyon veya
deaktivasyonu bagirsaktan enterohepatik dolasim yoluyla karacigere ulasip
gerceklesir (Nakatsuji ve ark. 2018). Otonomik fonksiyon bozukluklari, norolojik
bozukluklar mide-bagirsak sisteminde motilite bozukluklarina yol ag¢maktadir
(Wingate ve ark. 2002). Mide-bagirsak hareketlerinde azalmanin pek ¢ok olumsuz
sonucu vardir. Ozellikle kedi ve kdpeklerde aspirasyon pnomonisi, refluks dsafagit,
bakterilerin agir1 iremesi ve buna bagh bagirsak mukozasinda lokalize olmasi, ve
besinlerin gegisinin gecikmesi gibi etkiler goriilmektedir. Ayrica mortalite riski de bu
hastalarda artmaktadir (Whitehead ve ark. 2016).

Sonug olarak DDAK ¢zellikle 10* M derisimde hem spontan kasilmalart hem
de ACh ile olusturulan kasilmalar1 azaltmistir. DDAK” 1n etkisi derisime bagli olarak
artmis; jejunum ve ileum ise daha fazla etkilenmistir. Dolayisiyla, kazara ya da baska
sebeple oral yoldan DDAK’ a maruziyetin bagirsak kasilmalarinda azalma

yapabilecegi ve buna bagli sorunlar ortaya cikabilecegi diisiintilmiistiir. Olusan
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gevseme cevabinin altindaki mekanizmasinin tam olarak ortaya ¢ikmasi i¢in daha

ileri aragtirmalar ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varilmaistir.
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