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OZET

FLURALANERIN SICAN INCE BAGIRSAK DOKULARI (DUODENUM,
JEJUNUM VE ILEUM) UZERINE ETKILERININ /N VITRO OLARAK
ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danigman: Prof. Dr. Ebru YILDIRIM
Ortak Danigsman: Prof. Dr. Emine BAYDAN
Ocak 2023, 82 sayfa

Fluralaner, kopeklerde agiz ve deri yolu ile kullanilan bit ve keneler iizerine etkili
izoksazolin tlirevi yeni bir ektoparaziter ilagtir. Fluralenerin memeliler iizerinde
oldukca giivenli bir ila¢ oldugu bildirilmektedir. Kaydedilen en 6nemli yan etkileri
kusma ve ishaldir. Fluralaner ile ilgili izole sican bagirsak kasilmalari {izerine yapilan
bir calismaya rastlanmamigtir. Bu calismanin amaci fluralanerin ince bagirsak
(duodenum, jejunum ve ileum) dokulari iizerine etkilerinin siganda in vitro olarak
arastirilmasidir.

Bu amagla 6 protokol uygulanmus; ve fluralanerin dozunu belirleyebilmek i¢in yapilan
On caligmalarla birlikte toplamda 60 hayvan kullanilmistir. 1. Protokolde fluralaner ve
¢oziiclisi olan dimetilsiilfoksit ¢ozeltisi (DMSO) organ banyosuna asilan dokular
tizerinde etkisi,2. Protokolde 80 mMKCI ile prekontrakte edilen dokular iizerine
fluralanerin ve DMSO’in etkisi degerlendirilmistir. 3. Protokolde 3x10® M GABA ile
ile 15 dk. inkiibe edilen dokularda fluralaner derisimleri (10, 10° ve 10* M)
degerlendirilmistir. 4. Protokolde fluralaner (10 ve 10 M) inkiibasyonu ile birlikte
asetilkolin derisimleri (107, 1078, 107, 10, 10°, 10* ve 10° M) kiimiilatif olarak
uygulanmstir. 5. Protokolde fluralaner (10° M) inkiibasyonu serotonin derisimleri
(3x108, 107, 3x107, 10, 3x10%, 10° ve 3x10° M) uygulanmistir. 6. Protokolde
GABA antagonisti olan bikukulin (3x10® M) inkiibasyonunda fluralanerin (10, 10°
ve 10% M) derisimleri uygulanmistir. Duodenum, jejunum ve ileumun &lgiilen %
gevseme, % kasilma, frekans degerleri karsilastirilmistir.

Yapilan istatistiksel Ol¢timlere gore, 2. Protokolde KCI ile prekontrakte edilmis
jejunum ve ileumda, % gevseme cevaplar1 kontrol ile karsilastirildiginda, 10* M
fluralaner derisiminde daha fazla gevseme cevabi elde edilmistir. 3. protokolde 3x10°
® M GABA ile inkiibe edilen dokularda fluralanerin 10* M derisiminin DMSO’ya
gore dokularda hem % kasilmay1r hemde dokularin frekans degerlerini azalttig
bulunmustur. GABA + fluralaner uygulamasinin fluralanerin tek basina uygulamasina
gore fluralanerin 10, 10° ve 10* M derisimleri uygulanmasinda biitiin dokularda
frekans sayilarinin daha az oldugu saptanmustir. Asetilkolin ile yapilan 4. protokolde
fluralanerin 10* M derisimi ile inkiibe edilen jejunum ve ileumda Ak’ne bagh %
kasilmalar1 azalttigi bulunmustur. Bikukulin ile yapilan 6. protokolde 3x10° M
bikukulin ile inkiibe edilen dokularda yine fluralanerin 10 M derisiminin DMSO’ya



gore hem dokularda kasilmay1 azalttigi hemde dokularin frekans sayilarini azalttigi
bulunmustur. Fluralanerin 10, 10°ve 10* M derisimlerinin dokulara uygulanmasi ile
fluralanerin ayn1 derisimlerinin 3 x 10°°M bikukulin inkiibasyonu altinda uygulanmasi
arasinda frekans hesaplamalar1 yapildi ve karsilagtirildi. Yapilan istatistiki dl¢timlerde
bikukulin + fluralaner uygulamasiin biitiin derisimlerinin tek basina fluralaner
uygulamasina gore duodenumda frekanslari daha az oldugu, jejunumda bikukulin +
fluralaner uygulamasinin fluralaner uygulamasima gére 10 M daha az, ve 10* M
derisimde ise daha az frekans degerine sahip oldugu bulunmustur. ileumda ise
bikukulin + fluralaner uygulamasinin biitiin derisimlerinin sadece fluralaner
uygulamasina gore daha fazla oldugu saptanmistir. Calismanin sonuglari fluralanerin
ince bagirsak dokulari iizerine etkili oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Duodenum, fluralaner, ileum, in vitro, jejunum, kasilma,
sican



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF FLURALANER ON RAT SMALL
INTESTINE TISSUES (DUODENUM, JEJUNUM AND ILEUM) IN VITRO

Kirikkale University
Graduate School of HealthSciences
Department of Pharmacology and Toxicology
Supervisor: Prof. Dr. Ebru YILDIRIM
Co- Supervisor: Prof. Dr Emine BAYDAN
January 2023, 82 pages

Fluralaner is a new isoxazoline derivative ectoparasitic drug that is effective on lice,
ticks and is used orally and dermally in dogs. Fluralaner is reported to be a very safe
drug for mammals. The most important recorded side effects are vomiting and
diarrhea. No studies were found on isolated rat intestinal contractions with fluralaner.
This study aimed to investigate the effects of fluralaner on small intestine (duodenum,
jejunum and ileum) tissues in vitro in rats.

For this purpose 6 protocols were applied; and a total of 60 animals were used together
with the preliminary studies to determine the dose of fluralaner. In the 1st protocol,
the effect of fluralaner and its solvent, dimethylsulfoxidesolution (DMSQO) on the
tissues suspended in the organ bath, and in the 2th protocol, the effects of fluralaner
and DMSO on the tissues precontracted with 80 mMKCI were evaluated. In the 3rd
protocol, fluralaner concentrations (10, 10°°, and 10* M) were evaluated in the tissues
incubated with 3x10°® M GABA for 15 minutes. In the 4th protocol, cumulative
acetylcholine concentrations (10°, 10%, 107, 10, 10°, 10 and 10 M) with fluralaner
(10 and 10 M) incubation has been studied. In the 5th protocol, fluralaner (10° M)
incubation and serotonin concentrations (3x10%, 107, 3x107, 10, 3x10°, 10 and
3x10° M) were studied. In the 6th protocol concentrations of fluralaner (10, 10~ and
10 M) were applied with bicuculine, GABA antagonist, (3x10° M) incubation. The
% relaxation, % contraction, and frequency values measured from the duodenum,
jejunum, and ileum were compared.

According to the statistical analysis, more relaxation response was obtained at 10* M
fluralaner concentration in the jejunum and ileum precontracted with KCI, compared
to the control % relaxation response in Protocol 2. In the 3rd protocol with GABA
incubation, it was found that the 10 M concentration of fluralaner both decreased the
% contraction and the frequency values in the tissues when compared with the DMSO
application. It was also determined that the frequency of GABA + fluralaner
application was lower in all tissues at 10, 10 and 10* M concentrations of fluralaner
compared to the application of fluralaner alone. In the 4th protocol with acetylcholine,
it was found that the fluralaner incubated with a concentration of 10* M reduced
acetylcholine-induced % contractions in the jejunum and ileum. In the 6th protocol
with bicuculine, it was found that the 10 M concentration of fluralaner significantly
decreased the % contraction and the frequencies in all tissues when compared to
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DMSO. Frequencies were calculated and compared between the application of 10,
10° and 10* M concentrations of fluralaner to the tissues and the application of the
same concentrations of fluralaner under 3 x 10°® M bicuculline incubation. According
to the statistical analysis, it was found that the frequencies of all concentrations of
bicuculline + fluralaner application were lower in the duodenum compared to
fluralaner applications alone, the application of bicuculine + fluralaner in the jejunum
had lower frequencies than the fluralaner application at 10° M, and fewer frequency
values at 10* M concentrations. In the ileum, it was determined that all concentrations
of bicuculline + fluralaner application were higher than only fluralaner application.
The results of the study showed that fluralaner was effective on small intestine tissues.

Keywords: Contraction, duodenum, fluralaner, ileum, jejunum, in vitro, rat
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1. GIRIS

Gilinlimiizde hayvanlar, énemli besin maddelerinin kaynagini olusturmakta, ayrica
kedi kopek gibi evcil hayvanlarinsanlara bir yoldas, bir arkadas olarak psikolojik
anlamda hizmet etmektedir. Yapilan arastirmalarda o6zellikle yagli insanlarin pet
hayvanlariyla yasamasi (kedi, kopek, kus vb.) onlarin psikolojik ve sosyolojik
sagliklarina faydali oldugunu gdstermistir. Ayrica insanlarin hayatlarindaki hayvan
varligr onlarin kardiovaskiiler (kalp damar) hastalik risklerini azaltabilmektedir
(Cherniack ve Cherniack, 2014). Kopek sahibi olanlarin olmayanlara gore geceleri
uyuyamama sikayetlerinin azaldigi, hastalanma oranlarinin daha az oldugu ve daha az

siklikla doktora gittikleri ortaya ¢ikmistir (Headey, Na ve Zheng, 2008).

Ayrica ¢obanlik yapmak, avlanmakgibi cesitli hizmetler sunmaktadir. Coban
kopekleri tarihin eski ¢aglarindan beri insanoglunun koyun ve keci stiriilerini hem
vahsi hayvanlara karsi hemde hirsizlara karsi korumada hizmet etmistir (Karatay,
2007). Hayatin iginde bu kadar Onemli bir yer tutan hayvanlarin en Onemli
sorunlarindan biri dig parazitlerdir. Memelilerde enfestasyona sebep olan dis parazitler
cogunlukla sinekler, keneler, bitler, pireler, uyuz etkenleridir (iga, inci ve Yildirm,
2008).

Bit, pire, sinekler, uyuz etkenleri ve akarlar ektoparazitlerin 6nemli kisimlarini teskil
eder. Hayvanlara ve insanlara zarar vermesi ile bu ektoparazitler daha da 6n plana
cikmaktadir. Artropoda yeryiiziindeki bilinen hayvanlarin yaklasik %75 ni teskil eder.
Bazi bilim insanlarina gore 30 milyona kadar farkli tiir artropoda bulunmaktadir.

Bunlardan bir kismi1 insan hekimligi, bir kismu1 veteriner hekimligibir kismida ziraati

ilgilendirir (Dik, 2003).

Di1s parazitler diinyanin hemen hemen birgok {iilkesinde iklim ve cografi durumun
uygunluguna gore ¢esitlilik ve dagilim gosterirler. Hayvanlarda deri lezyonlarina ve
paraziter, bakteriyel, viral ve riketsiyal kokenli hastaliklarin yayilmasina sebebiyet

verirler (Taylor, Coop ve Wall, 2007).



Vektorler ve vektorlerle bulasan hastaliklar son yillarda kiiresel 1sinmaya bagh
meydana gelen iklimsel degisiklikler ve azalan kaynaklar, ilaclara karsi direng
geligsmesi, patojenlerin genetiklerindeki degisiklikler, kontrolsiiz insan ve hayvan
hareketleri, gibi sebeplerden dolay1 tekrar 6nem kazanmaya baslamistir. Yeryiiziinde
teshisi yapilan ve sistematikteki yeri belirlenen canlilarin %80’den fazlasim
arthropodalar olusturmaktadir. Arthropoda en biiyiik sinifin1 olusturan /nsecta ise
yeryiiziinde bilinen canlilarin %50’den (~900.000 tiir) fazlasini olusturur (Inci ve
Diizlii, 2009). “‘Insecta’’sinifina ait artropodlar diinya da tarimsal verim diisiikliigiine
neden olan en biiyiik sorunlardan biridir (Panda ve Kush, 1995).Bu sorunla miicadele
igin tarimsal pestisidlerin kullanimu ve tiretilen triinler ¢iftgiler tizerine ek bir maliyet
getirmektedir. Avrupa Birligi iilkeleri tarimsal ve bahgesel tretimleri i¢in her yil

yaklagik 360 milyon kg pestisid kullanmaktadirlar (Santos vd., 2017).

Cesitli ektoparazitler, c¢iftlik hayvanlari, evcil hayvanlar, laboratuvar hayvanlari,
kiimes hayvanlari, baliklar ve arilar dahil olmak {izere bircok evcil hayvan tiiriinde
onemli enfestasyonlara neden olur (Hopla, Durden ve Keirans,1994). Sineklerden
bazilar1 at vebasi, tripanosoma, mavi dil gibi hastaliklarin yayilmasma yolacarlar,
(Kaya vd., 2013).

Kanatsiz parazitler olan bitler konak¢inin kanini emerler, bu esnada kanin
pihtilagsmasin1 bozan maddeleri konak¢iya bulagtirirlar ve kasintiya sebep olurlar
(Kaya, Piringci ve Bilgili, 2013). Bitler hayvanlarda killarin birbirlerine yapigmasina,
karigsmasina, kepeklenmesine, kasintiya, anemi ve zayiflamasina, yol agarlar. Bitler
konakgida tahrise, kansizliga veya dermatite neden olurlar (Hopla, Durden, Keirans,
1994).

Pirelerjeolojik c¢aglardan beri bilinen insanlari ve hayvanlar1 rahatsiz edenve diinya
capinda evcil hayvanlarin en sik goriilen dis parazitlerdir. Birgok zoonotik
hastaligintagiyicist olduklari bilinmektedir. Tarihsel olarak pireler, insanlarin en
onemli ektoparazitlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Iannino vd., 2017).Yetiskin
pireler, diinya genelinde memelilerin ve kuslarin ektoparazitleridir. Yaklasik 2525 tiir
tespit edilmis olup, %96's1 memelileri ve %4'i kuslar enfeste ederler (Rust, 2016).
Pirelerin sadece olgunlar1 hayvanlarin iizerinde bulunurlar. Kopek pireleri Dipylidium
caninum’a ara konakgilik yaparlar (Kaya vd, 2013).Veteriner hekimlere basvuran
dermatolojik vakalarin %50'den fazlasini ve toplam ektoparaziter vakalarinin %35'ini

pire enfestasyonlarinin olusturdugu bildirilmistir. Pire tedavilerinin maliyetide


https://link.springer.com/article/10.1007/s11119-016-9476-3#auth-Pablo-Gonzalez_de_Santos

yuksektir, evcil hayvan sahiplerinin yalnizca pireye karsi gelistirilen {iriinlere diinya
genelinde yilda 2 milyar dolardan fazla harcadiklar1 tahmin edilmektedir (Becskei vd.,
2016).Sadece Avrupa iilkelerinde kedi ve kopeklerdeki pire enfestasyonlart %5-10
arasindadir (Beugnet ve Franc, 2012).

Keneler, tibbi agidan en 6nemli eklembacakli gruplarindan biridir. Bunlar ¢ok 6nemli
birkag¢ hastaligin vektoriidiir ve kene felcine neden olabilirler(Mathison vePritt,2014).
Keneler konak¢inin kanmi emerek beslenirler ve bu sirada Brucella, Listeria, Q-
hummasi, Babesiyoz, Theilerioz, Spikoketoz, Kirirm-Kongo Kanamali Atesi hastaligi
gibi pek ¢ok hastaligin bulasmasina aracilik ederler (Kaya vd., 2013).Keneler,
kopekler, kediler ve insanlar dahil olmak tizere ¢esitli omurgali konakgilar1 kolayca
istila eden, hem beseri hem de veteriner hekimlik i¢in 6nemi olan yaygin kan emici
ektoparazitlerdir ve kanla beslenmeden kaynaklanan dogrudan etkilere ek olarak, ¢ogu
zoonotik olan gesitli patojenlere vektorliik ederler(Saleh, Allen, Lineberry, Little ve
Reichard,2021). Keneler, patojenik protozoa (6rnegin Babesia vb.), viral (6rnegin
kene kaynakli ensefalit viriisii, Kirnm-Kongo Kanamala Atesi, vb.), riketsiyal ve
bakteriyel olan hastaliklarin bulagmasina aracilik ederler (Becskei vd., 2016).
Kenelerle miicadelede hayvanlarin kene istilasina karsi tam olarak korunmasi icin
yetigkinleriile oldugu kadar kenelerin olgunlagsmamis evreleriylede miicadele etmek
o6nemlidir (Allen vd.,2020).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére insanlarda bu tip ektoparazitlerle bulasan Sitma,
Leishmaniasis, Kirim-kongo Kanamali Atesi hastaligi, hantaviriis, Tatarcik atesi, Bati
Nil Atesi, gibi vektorel hastaliklardan her yil yiizbinlerce insan 6lmektedir (WHO,
2020).

Ektoparazitler evcil hayvanlarda deri irritasyonlar1 ve sekonder bakteriyel
enfeksiyonlar gibi yaygin ve ciddi olarak deri bozukluklarina ve alerjik reaksiyonlara
sebep olur. Ayrica ektoparazitler birgok bulasici hastaligin insanlar ve hayvanlar
arasinda yayillmasindan da sorumludur (Shoorijeh, Ghasrodashti, Tamadon,
Moghaddar ve Behzadi, 2008). Genel olarak ektoparazitler, anemiye, bagisiklik
reaksiyonlarma (asir1 duyarlilik, anafilaksi vb.), dermatitislere, cilt nekrozlarina,
ozellikle ¢iflik hayvanlarinda 6nemli goriilen Kilo kayiplarina, ikincil enfeksiyonlara,
kanamalara, deliklerin tikanmasina (kulaklar, vb.), toksinlerin viicuda girmesine sebep
olurlar (Hopla vd., 1994). Veteriner hekimlikte ektoparazit kaynakli enfeksiyonlarin

kontrolii biiyiik Ol¢lide eklembacakli sinir sistemini hedef alan kimyasallarin
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kullanimina dayanmaktadir. Bu tiir bilesikler, diren¢ gelisimiinsan ve ¢evre giivenligi
ile ilgili endiseler dahil olmak tizere bir¢ok olumsuz faktorii beraberinde getirmektedir
(Taylor, 2001).

1.1. Ektoparazit ilaclar

Ektoparaziter ila¢ sektorii 2001 yilindan bu yana yillik %S5 ile %10 arasinda degisen
biiylime orani ile en hizli biiyliyen sektordiir ve hayvan saglig1 sektoriindeki ilaglarda
antiparazitik ilaglar en biiyiik paya sahiptir (Beugnet ve Franc, 2012). Giiniimiizde
ektoparazitlere karsi etkili bir¢ok ila¢g bulunmaktadir. Ektoparaziter ilaglar, etki
sekilleri veya etki yerlerine, etki hizlarina, kimyasal yap1 ve kaynaklarina gore
siniflandirilirlar (Ustiiner, 2016). Insektisidlerin etki sekilleri birbirlerinden olduk¢a
degiskenlik gosterirler. DDT (diklorodifeniltrikloroetan) ve anologlari, piretrinler iyon
kanallar1 tizerine, avermektin néromuskiiler madde benzeri etki olusturarak, organik
fosforlu (OF) ve karbamat bilesiklerAKE (Asetilkolin esteraz) nin etkinliginin
onleyerek, diflubenzuron, metopren gibi maddeler kitin sentezinin dnleyerek, kumarin
tirevleri kanin pihtilasmasini onleyerek, Siyaniir, korbon monoksit, rotenongibi
maddeler solunum zehiri olarak, agir metaller ve asitler protoplazma zehiri olarak etki
ederler (Kaya, 2013).

Kedi ve kopeklerde en ¢ok kullanilan bazi ektoraziter ilaglar ve etki sekilleri Beugnet
ve Franc (2012)’ye gore OF’ler kimyasal grubundan fenitoin ve diazinon AKE enzim
etkinligini doniisiimsiiz olarak engeller, karbamatlar grubundan karbaril AKE iizerine
etkiyerek Ak etkisini artirir, formamidinler grubundan amitraz oktopamin
reseptorlerine etkiyerek, adenilat siklaz ve G protein’in aktivasyonuna yol agar,
piretroidler grubundan permetrin, deltametrin, flumetrin sodyum (Na®)iyon
kanallarina etki ederek sinir hiicresini asir1 uyarilmasini saglar, fenil pirazoller
grubundan fipronil ve piriprol GABA (Gama amino biitirik asit) ve glutamat
reseptorlerine etkiyerek sinir hiicrelerinde klor (CI") girisini engeller, neonikotinoidler
grubundan imidaklopril dinotefuran ve nitenpiram nikotinik Ak reseptorler agonisti
olarak etkisini gosterir, avermektinler/milbemisinler makrosiklik laktonlar kimyasal
grubundan moksidektin, selamektin ve milbemisinoksim GABA benzeri etkileri vardir

ve glutamat reseptorlerine etki ederek, CI iyon kanallarini uyararak etki gosterir.



Giiniimiizde kullanilan ektoparaziter ilaglarin giivenilirligi insanlar i¢in baska bir
sorun olusturmaktadir. Gilinlimiize kadar ektoparazitlerle miicadelede bir¢ok ilag
kullanilmig bunlardan lindandiinya genelinde 1970’lerde, DDT ise 1972 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’'nde asir1 toksik ve karsinojen olduklar1 igin
yasaklanmistir (Roos, Roos, Merk ve Bickers, 2001). Tirkiye’de ise DDT1985

yilindan itibaren yine benzer sebeplerle yasaklanmistir (Arikan, 2022).

Nikotin benzeri pestisidlerin kullanilmasiyla ilgili tarimda yararli organizmalara ve
onlarin ekolojik fonksiyonlarina karsi ciddi zarar verdigine dair ¢ok sayida kanitlar
bulunmaktadir (Furlan ve Kreutzweiser, 2015). Bu cktoparaziter ilaglarin asiri
kullanim1 sahada ektoparazitlere karsi direng gelismesine sebep olmustur ve birgok
tilkede 600 hasere tiirline kars1 direng gelistigi bildirilmistir (McNair, 2015). Kedi ve
kopeklerde kullanilan ektoparaziter ilaglar ise tiim kullanilan ektoparaziter ilaglarin

yaklasik %75°ni olusturur (Beugnet ve Franc, 2012).

1.2. izoksazolin Grubu Ektoparaziter Ilaclar

Izoksazolinler, omurgasizlarin sinir sistemindeki GABA reseptdr ve glutamat kapili
kloriir kanallarmi giiglii bir sekilde inhibe eden ektoparaziter ilaglardir (Gaens,
Rummel, Schmidt, Hamann ve Geyer, 2019; Rufener, Danelli, Bertrand ve Sager,
2017).

Izoksazolin grubu ilaclar hayvanlara agizdan uygulanan, bit ve keneleri dldiirerek etki
eden, uzunca bir siire etkinligi olan, kedilerin ve kopeklerin parazit enfestasyonlarinin
onlenmesi ve korunmasinda Onemli avantajlar saglayan yeni simif ektoparaziter
ilaglardir. Bu sinifin {i¢ temsilcisi olan afoksolaner, sarolaner ve lotilaner aylik olarak
uygulama gerektirirken, fluralanerin etkisi ise 12 hafta siirmektedir (Ranjan, Young,
ve Sun, 2018). Izoksazolinler; poliklorosikloalkanlar (sendosulfanlar gibi), fibroles
(fipronil) ve avermektinler, bircok ¢esit haserenin GABA klor kanallar1 ve GABA
reseptorlerini hedef alarak etkirler, digerlerinden farkli olarak izoksazolinler, tarim
zararlilart ve evcil hayvan zararlilarina karsit kullanilabilinen ve diisiik memeli

toksisitesine sahip 6zellikte bir ila¢ grubudur (Zhao ve Casida, 2014).

Izoksazolinler ektoparazitlere kars1 kullanilan diger ilaglardan hizli emilimleri, uzun
stiren etkileri, bit, pire kene gibi ektoparazitlere daha genis spektrumlu etki

gostermeleri gibi essiz dzellikleri sayesinde 6n plana ¢ikmaktadirlar. Izoksazolinler
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insektlere karst miicadelede yiiksek etkinin yanisira, konakg¢iya ¢ok az yan etkisi
olmasi sebebiyle geleneksel ektoparaziter ilaglarin yerini alabilir (Zhou, Hohman ve
Hsu,2021). Hatta izoksazolinler direng gelisiminden etkilenmedikleri i¢in Lyme
hastalig1, kene kaynakli ensefalit gibi eklem bacaklilardan kaynaklanan hastaliklar,
insan Afrika Tripanozomiyazi (uyku hastaligi), Leishmaniasis ve sitma gibi
hastaliklarin yayilmasini engelleyebilme 6zelligine sahiptirler (Weber ve Selzer,
2018).

1.3. Fluralaner

Fluralaner, afoksolaner, lotilaner ve sarolaner ile birlikte izoksazolin sinifina ait olan
yeni sistemik ektoparaziterdir (Gaens vd, 2019).Fluralaner ¢ignenebilir tablet olarak
agiz yoluyla uygulanabilen, kopeklerin bir¢ok bit, pire ve kene enfestasyonlarinda 12
haftaya kadar etkilidir (Kilp, Ramirez, Allan, Roepke ve Nuernberger,
2014).Fluralaner, duyarli omurgasizlarda néronal GABA ve glutamat kapili kloriir
kanallarina baglanma mekanizmasi yoluyla giiclii akarisit ve bocek oldiirticii aktivite
gosterir. Ayrica fluralaner, eklembacaklilar igin yiiksek secicilige ve kopekler dahil
omurgalilarda genisbir giivenlik profiline sahiptir (Williams, Young, Qureshi, Zoller
ve Heckeroth 2014).

ABD Gida ve Ilag dairesi (FDA), Mayis 2014'te kopeklerde pire tedavisi igin
Bravecto® ticari ismi altinda onaylamistir. Avrupa Birligi ise bu ilac1 Subat 2014'te

onaylamistir (EMA, 2014).

1.3.1. Fluralanerin Kimyasal Yapis1

Fluralaner, temel bir 6zellik olarak izoksazolin yapisina sahiptir.5.35'lik bir log Pow'a
(oktanol/su bolme katsayisi, yagi sevme katsayisi) sahiptir ve plazma proteinlerine
yiiksek oranda baglanir(Kilp vd, 2014). Fluralanerin kimyasal sekli Sekil 1.1.’de

gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Fluralanerin kimyasal yapis1 (Jiang, Tsikolia, Bernier ve Bloomquist,
2017)

1.3.2. Fluralanerin Etki Sekli

Fluralaner etkisinibit ve kenelerde GABA klor kanallarint ve daha az olarak da
glutamat klor kanallarin1 inhibe ederek olusturur. Ligand bagli iyon kanallar
hayvanlarda ve haserelerde sinirsel uyariin ve inhibisyonun diizenlenmesinde hayati
rol oynar. Bu kanallar ya bir aksiyon potansiyeli baslatmaya karsi post sinaptik
membranin depolarisazyonunu saglayan katyon segici kanallari, yada membran
hiperpolarizasyonunu saglayan veya katyon kanallar1 tarafindan meydana getirilen

depolarizasyonu baskilayan anyon kanallaridir (Nakata vd.,2017).

Gamma amino butirik asit hem memelilerde hem de omurgasiz hayvanlarda bulunan
baskici nitelikte bir noromediyatdrdiir. GABA reseptorlerinin  birgok degisik
tipleriarasinda GABA reseptor-klor kanal bilesigi lindan ve fibronil gibi insektlerin
onemli bir hedef bolgesidir. Izoksalin tiirevi insektisidler ikinci nesil GABAerjik
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bilesikler olarak piyasaya siiriilmiislerdir (Jiang, Tsikolia, Bernier ve Bloomquist,
2017). Sadece omurgasizlarda bulunan, inhibitor etkili glutamat reseptorleri Cys-
loopligand (5 protein subiinitesinden olusmus, nikotinik asetilkolin, GABAA, glisin,
serotonin ve ¢inko ile aktive edilen reseptorlerin st ailesi) kapili iyon kanallar1 ailesi
tiyesidir (Nakata vd., 2017). Fluralaner etkisini GABA klor kanallar1 (GABACIs) ve
I-glutamat-klor kanallar1 (GluCls)’n1 gii¢lii bir sekilde inhibe ederek gosterir(Gassel,
2014). Fluralaner omurgali reseptorlerine baglanmada daha disiik ilgi duyar (Gaens
vd., 2019). Nakata vd. (2017) fluralanerin segiciliginin belirlenmesinde, Musca
domestica tiirlerinde glutamata bagl iyon kanallarinda amino asit Leu 315’ in 6nemli

rol oynadigini gostermislerdir.

Organofosfat direnci sitokrom P450 CYP6D1 geninde mutasyonlara sahiptir.
Furalanerin etki seklinin piretroidler, karbamatlar ve OF’lardan farkli oldugu goz
Oniine alindiginda, furalaner bu olusabilecek dirence karsi alternatif olarak kullanilabir
(Burgess vd.,2020).

1.3.3. Fluralanerin Etkisi

Fluralaner sistemik olarak kullanilabilen, uzun etkili, bitlere, kenelere kars1 inseksidal
ve akarisidal bir ilagtir (Rohdich, Roepke ve Zschiesche, 2014). Tek doz agizdan
uygulanan fluralanerin 12 hafta boyunca kopekleri dis parazit enfestasyonlarindan
korudugu bildirilmistir. Yine kedilerde yapilan bir ¢alismada (Bosco vd.,2019) topikal
uygulanan fluralanerin tedaviden 84. giine kadar kulak akar1 ve insektlere kars1 %100
etkili oldugu gosterilmistir (Taenzler, Vos, Roepke, Frenais ve Heckeroth, 2017).
Kopek ve kedilerde Otodectescynotis enfestasyonlarina karsi fluralanerin etkinligini
arastiran bir ¢aligmada, kdpeklere 25 mg/kg tek doz agizdan ve topikal, kedilere ise 40
mg/kg fluralaner agizdan ve topikal yapilan uygulama sonunda, tedaviden 28 giine
kadar topikal uygulanan fluralanerin kedilerde ortalama akar sayisin %100’ e varan
oranda azalttig1 saptanmistir. Kopeklerde bu oran topikal ve agiz yolu ile uygulama
sonras1 tedaviden 28 giin sonra %99,8 olarak saptanmistir. Yapilan arastirmada

konakgilarda herhangi bir yan etki bulunamamistir (Gomez vd.,2018).

Kdopeklerde Ixodes ricinus kenelerine kars: fluralanerin (Bravecto®) éldiirme hizini
arastiran bir ¢alismada, fluralanerin zaman icinde artan etkinlikle keneleri hizla
oldiirdiigiinii ve 12 haftalik etkinlik siiresinin tamamu i¢in 12 saatte tam etkinlige

ulastig1 gosterilmistir. Tedaviden sonraki 12 haftalik gozlem doneminde, fluralaner ile



tedavi edilen 24 kopegin higbirinde tedaviyle ilgili yan etki gézlemlenmemis. Kene
oldiirme etkinligi, tedaviden 4 saat sonra %89,6, 8. saatte %97,9 ve tedaviden 12 ve
24 saat sonra %100 olmustur.Fluralaner, tedaviden 4 saat sonra keneleri hizla
Oldiirmiis ve 12 haftalik etkinlik siiresinin tamami boyunca, kene istilasindan sonraki

12 saat i¢inde tam bir 6ldiirme etkisine ulasmistir (Wengenmayer vd., 2014).

Fluralanerin kdpeklere ¢ignenebilir tablet (Bravecto®) olarak formiile edilmis tek agiz
yolu uygulamasi, tedaviden 1 saat sonra baslayan bir pire oldiirme aktivitesinin
baslamasina ve tedaviden 8 saat sonra 12 haftalik tedavi boyunca enfestasyonun %98-
100'lik bir pire etkinligi azalmasina yol acar (Taenzler, Liebenberg, Roepke, Frenais
ve Heckeroth, 2015). Ayrica insektisite toleransh suslar, 6zellikle dieldrin direngli
karasinekler (Musca domestica) ile ¢apraz diren¢ gostermedigi i¢in fluralanere olan
ilgi artmistir (Zhao ve Casida, 2014).

Yapilan ¢alismalarda fipronile direngli zararlilarin, fluralaner ve fipronilin GABA-R
tizerindeki farkli etkileri nedeniyle fluralanere capraz direng gostermedigi ortaya
konulmustur (Asahi, Kobayashi, Matsui ve Nakahira, 2015).Fluralaner, diger klasik
GABAerjik bilesiklere kiyasla gesitli bocek tiirlerine karst hem in vivo hem de in vitro

calismalarda ¢apraz direng gostermez (Jiang vd., 2017).

Fluralaner, 14 giin icinde uyuz akarlarin1 ortadan kaldirmada etkili olmus ve tek bir
dozdan sonra 21 giin ig¢inde sarkoptik uyuz ile iligkili klinik belirtileri 6nemli dl¢iide

¢ozmiistiir (Romero vd.,2016).

Bravectogigneme tabletlerinin tek doz olarak agiz yolu ile uygulamasi, generalize
olmus demodikozise karsi oldukca etkilidir. Ilk tedaviden 12 hafta sonra cilt
lezyonlarinda belirgin bir azalma ve tiiylerin yeniden biiylimesinde artis sagladigi

goriilmiistiir (Fourie vd.,2015).

Kopeklerde Sarcoptes scabiei’e kars1 agiz yoluyla veya topikal olarak uygulanan
fluralaner tam etki sagladigi bildirilmistir. Bu ik uygulama ydnteminin etkilik
bakimindanfark olusturmadig saptanmistir (Taenzler, Liebenberg, Roepke, Frenais ve
Heckeroth, 2016). Kedilere tek doz topikal fluralaner uygulamasi iyi tolere edilir ve
tipik ev kosullarinda uygulamay1 takiben 12 hafta boyunca kedilerde pire istilasini

kontrol etmede oldukga etkili bulunmustur (Meadows, Guerino ve Sun, 2017).

Tek doz, agiz yolu ile kullanilan fluralaner(Bravecto®), aym siire i¢inde uygulanan iic

doz topikal fipronil (Frontline) karsisinda keneler i¢in hemen hemen ayni1 olup, pire ve


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Romero%2C+Camilo

bitler i¢inse daha etkili oldugu anlasilmistir (Rohdich vd., 2014).Fluralaner ¢igneme
tabletlerinin (Bravecto®), kdpeklere tek doz agiz yolu uygulamasi, Dermacentor
reticulatus keneleri tarafindan Burucella canis bulagsmasini %100 engellemis ve 12
haftanin sonunda kenelerin %99,2 ile %100 arasinda yok oldugu gorilmiistiir.
Fluralaner ¢igneme tabletlerinin tedavi araligi, aylik kene kontrol tedavilerinde daha

fazla kolaylik saglamistir (Taenzler vd., 2015).

Diinya ¢apinda tarim alaninda bocek haserelerinde pestisid direnci gelistiginden
fluralaner hali hazirda kullanilan diger pestisidlere bir alternatif olarak arastiriimaya
baglanmistir (Liu vd.,2021). Afrika ciice kirpilerinde ektoparazitlere karsi yapilan
tedavide, tedaviden sonraki 7. giinde, yetiskin akarlar gozlenmis, 14. glinde sadece 6lii
akarlar gozlemlenmis 21. giinden sonra akarlara ve onlara ait hi¢cbir yasam evresi

gozlemlenmemistir (Romero vd.,2017).

Psoroptes cuniculi ile dogal olarak olusan enfestasyon nedeniyle otitisli onbes disi
Yeni Zelanda tavsani fluralaner ile tedavi edilmis, hayvanlarin kulak yolundan 4., 8.,
12.,16., 20., 40. ve 90. giinlerde toplanan 6rnekler incelenmis olup, 4. giinde akar oran1
%13,3’¢ diismiis, 12. giin de ise tiim tavsanlarda parazit goriilmemistir.Yani tek
dozagiz yolu ile fluralaner uygulanmasi, tavsanlarda dogal olarak meydana gelen

Psoroptes cuniculi 'ye kars1 90 giin boyunca etkili olmustur (Sheinberg vd.,2017).

Fluralaner, genelde kahverengi kopek kenesi olarak bilinen rhipicephalus
sanguineus'un tiim yasam evrelerine karsi giliglii akarisit in vitro aktivite gosterir.
Insanlarda bir eklem rahatsizlig1 olan Lyme hastaliginajiivenil kenelerin sebep oldugu
diistiniilmektedir ve jiivenil evrelerinin fluralanere yetiskin kenelerden daha duyarli
oldugu gercegi gdz dniine alindiginda, bu molekiil, yasam dongiileri boyunca keneleri
daha da etkili bir sekilde kontrol etme firsati sunmaktadir (Williams, Zoller, Roepke,
Zschiesche ve Heckeroth, 2015).

1.3.4. Fluralanerin FarmakokinetikOzellikleri

Fluralaner tek doz olarak agiz yolu ile uygulanmasindan sonra kolayca emilir, bir giin
icinde plazmada maksimum konsantrasyona (Cmax) ulasir, uzun yarilanma omri,
nispeten yiiksek goriinlir dagilim hacmi ve enterohepatik yeniden dolasim ile diisiik

klirens 6zelligi gosterir (Gaensvd., 2019). Fluralanerin farmakokinetik 6zellikleri, tek
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bir topikal uygulamadan sonra hem kopeklerde hem de kedilerde pire ve kenelere karsi

uzun siireli etkinligini goéstermistir (Kilp, Ramirez, Allan ve Reopke, 2016).

Fluralanerin  kedi ve kopeklerde topikal yada inravendz uygulanarak
farmakokinetiginin karsilastirildigi bir arastirmada; kedi ve kopeklerde uygulama
yerinden hizli bir sekilde absorbe edildigi goriilmiis ve kopeklerde plazma
konsantrasyonunun en belirgin sekilde 7 ile 63. giinler arasi ortaya ¢iktigi goriiliirken
kedilerde, plazmada Cmax’a ulasmasi3. ile 21. giinler arasinda oldugu
belirtilmistir. Kdpeklerde inravendz veya agiz yoluyla ve tek doz olarak yapilan
caligmada maksimum plazma konsantrasyonuna ortalama bir giin de ortaya ¢iktigi,
yarilanma stiresinin 12-15 giin oldugu, dagilim hacminin 3.1 L/kg ve Kklirensinin 0.14
L/kg/giin oldugu belirtilmistir (Kilp vd., 2016).

Farmasotik sekli ¢ignenebilir tablet olan fluralanerin yiyeceklerle beraber verilmesi
biyoyararlanilimini 6nemli sekilde artirdigi goriilmistiir (Walther, Allan, Reopke ve
Nuernberger, 2014).

Fluralanerin agiz yoluyla uygulamadaki giivenliginin arastirildigibir g¢alismada
genetik olarak MDR1 (goklu ilag direnci-1) geni noksanligi bulunan Coli irki
kopeklerde beklenilen klinik dozdan 3 kat daha fazla, saglikli Beagle irk1 kopeklerde
ise agizdan verilmek suretiyle 5 kat1 kadar asir1 dozlamada giivenli oldugu saptanmigtir

(Walther, Paul, Allan, Roepke ve Nuernberger, 2014).

1.3.5. Fluralanerin Kullanilmasi

Fluralanerergin kopeklerde ve 6 aydan biiyiik kopek yavrularinda kullanilabilir.
Onerilen doz 25 mg/kg® dir(Taenzler, 2016). Etkinliginin uzun siirmesi aylarca kene
ve bitlere karsi hayvanlarin korunmasinin saglayip, vektor gecisli hastaliklarin
onlenmesi ve azaltilmasi iginde bir avantaj saglamaktadir (Walther, Allan, Roepke ve
Nuernberger, 2014).

Fluralaner, genis insektisidal spektruma sahip yeni bir alternatif insektisit adayidir ve
sadece veteriner ilact olarak degil, daha baska alanlarda da yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sheiberg vd., 2017). Prohaczik, Menge, Huyghe, Flochlay-
Sigognault ve Traon (2017) yumurtaci tavuklara 1 hafta arayla iki kez 0.5 mg/kg igme
suyu yoluyla verilen fluralanerin iyi tolere edildigini, yumurtaci tavuklar icin

fluralanerin akar tedavisinde giivenli oldugunu ve yumurta Kkaliteleri ve tiretimleri
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tizerinde olumsuz bir etkisinin olmasimin beklenmedigini bildirmislerdir. Sar1 vd.
(2021), yumurtact tavuklarda yem alimmin veya su sertliginin fluralanerin
farmakokinetigini degistirmedigini, bu bakimdan yemlemeden Once veya sonra

kullanilabilecegini 6ngérmiislerdir.

1.3.6. Fluralanerin Yan Etkileri

Fluralaner genel olarak iyi bir giivenlik profiline sahip olup nérolojik yan etkiler
sadece ¢ok nadir durumlarda meydana gelir. Kopeklerde kene ve
pireenfestasyonlarinin tedavisi ic¢in c¢ignenebilir tablet olarak temin edilebilen
Bravecto® ile ilgili kopeklerde yapilan klinik ¢alismalarda iyi tolere edilmis olsa da,
Bravecto® uygulamasindan sonra birkag bireyde titreme, ataksi ve nobetler gibi ciddi

norolojik yan etkileri rapor edilmistir (Gaens vd., 2019).

Bravecto®, fluralanerin molekiiler farmakolojisine dayal olarak kdpeklerde genellikle
Iyi tolere edilmektedir. Ancak omurgalilarin sinir sistemindeki farmakodinamik etkiler
tamamen g6z ardi edilemez. Bir vakada, Kooikerhondje 1rki bir kdpek, tavsiye edilen
dozda Bravecto® ile tedavi edilmis ve nérolojik toksisite belirtilerinin baslangicinda
fluralaner Cmax civarinda oldugu tespit edilmistir. Bu durum ilag tedavisi ile nérolojik
islev bozuklugu arasinda olasi bir nedensel iliskiyi gostemektedir (Gaens vd., 2019).
Kedi ve kopeklerden baska yumurta tavuk¢ulugunda ekonomik kayiplara yol acan
kanatli akarlarina kars1 fluralanerin ag1z yolu soliisyonu kullanilarak yapilan ¢alismada
fluralaner tedavisiyle ilgili olarak, hem Kklinik patolojik parametreler ve hem
hayvanlarin kesildikten sonra post mortem muayenesinde i¢ organlari ve agirliklariyla

ilgili higbir olumsuz bulguya rastlanilmamistir (Prohaczik vd., 2017).

Fluralanerin sagaltim giivenligiyle ile ilgili olarak kopeklere agiz yoluyla tek doz
yapilan ¢alismada 56 mg/kg dozuna kadar tolere edilebildigi anlasilmistir (Walther
vd.,2014). Zhao ve Casida (2014), ¢alismasinda fluralaner sigan beyin membraninda
%34 inhibisyona neden olmustur. Ayni1 ¢calismada fibronil ve heptaklorepoksid beyine
cok daha biiyiik afinite gostermistir.

Fluralanerin siganlarda agiz yoluyla akut tek doz yapilan toksisitegalismasinda
oldiiriicii doz 50 (ODso) degeri 2000 mg/kg’dan yiiksek bulunmustur. Caligmada
karigik tily dokusu disinda bir yan etkiye rastlanmamistir. Tekrarlanan doz

caligsmalarinda, 20, 40 ve 400 mg/kg 90 giinliik ¢alismada en ¢ok etkilenen organ
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karaciger olarak tespit edilmistir. Yine 30, 60 ve 600 mg/kg 28 giin boyunca fluralaner

verilen hayvanlarda karaciger, timiis ve aderenallerin etkilendigi saptanmistir (EMA,

2017).

1.4. Asetilkolin

Asetilkolin enterik sinir siteminin 6nemli bir ndrotransmitter maddesidir (Davis,
Masella ve Blennerhassett, 1998). Asetilkolin, sinapsin diger tarafindaki bir alictya
baglanmak i¢in sinaptik bosluk boyunca hareket ederek bir elektrik uyarisini iletir.
Kolinin asetik asit esteridir ve bir kuaterner amonyum bilesigidir, dayaniksiz bir
madde olan asetilkolin 6zellikle alkali ortamlarda hizli bir sekilde kolin ve asetik asite
ayrisir (Sanli, 1999). Noral iletimin yaninda kolinejik uyarict olarak hem diiz kaslarin
hemde salgi hiicrelerinin ¢alismasi i¢in parasempatik sinir sisteminin énemli uyarici
noromediyatoriidiir ve bagirsak hareketlerinin diizenlenmesinde de onemli rol
oynamaktadir (Davis vd.,1998). Asetilkolin si¢an trakea, deri ve bagirsak epitelinde
biraz daha yiiksek miktarlarda bulunur (Klapproth vd.,1997). Ak’nin kimyasal yapist
Sekil 1.2.”da gosterilmistir.

O

Sekil 1.2. Asetilkolinin kimyasal yapisi1 (Gonzalez-Gutiérrez vd., 2019)

Asetilkolin etkisinin sinaptik baglantida sona ermesi, Ak’nin hedef hiicrenin
yiizeyindeki reseptoriinden ayrilmasi ve daha sonra AKE tarafindan kolin ve asetata
parcalanmasi ile meydana gelir (Sam ve Bordoni, 2022).Gastrointestinal kanalda ve
diger birgok i¢ organda, Ak'nin salinmasi, muskarinik Ak reseptorleri aktive ederek
diiz kasin uyarilmasin1 ve kasilmasina neden olur. Muskarinik reseptorlerin bes alt
tipinin hepsini kodlayan mRNA'lar gastrointestinal sistem diiz kaslarinda tespit

edilmistir (Tanahashi, Komori, Matsuyama, Kitazawa ve Unno, 2021).
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1.5. Serotonin (5-Hidroksitriptamin, 5SHT)

Serotonin gastrointestinal ve santral sinir sisteminde bulunan noérotransmitter ve yerel
etkili bir hormondur. Psikolojik duygu durumu, 0&grenme gibi biligsel islevlerin
yanisira kusma, vazokonstriksiyon gibi fizyolojik islevleri gibi bircok gorevi
bulunmaktadir (Hall ve Hall, 2020). Serotonin, MSS’deserotonerjik sinir uglarinda
esansiyel bir aminoasit olan triptofandan sentezlenir. Sinir uglarinda vezikiillerde
depolanir, sinir uyarisiyla sinaptik araliga salinir ve 6nemli bir kismi sinir ucunda
bulunan amin pompasiyla geri alinir. Sinir ucuna giren serotoninin bir kismi burada
bulunan monoaminoksidaz (MAO) ile 5- hidroksiindolasetik asite g¢evrilir (Kaya,
2013). Viicuttaki serotoninin %95’i gastrointesitinal sisitemde (GIS) bulunmaktadir,
kandaki serotoninde buradan kaynaklanmaktadir (Sikander, Rana ve Prasad, 2009).
Serotonin ince bagirsak mukozasina emilimden sorumlu epitel hiicrelerinin ve
bagirsak mukozasinin yenilenmesini saglayan kript epitelyum hiicrelerinin
boliinmesini uyarir (Muise, Gandotra, Tackett, Bamdad ve Cowles, 2016). Serotoninin

kimyasal yapis1 Sekil 1.3.’de gosterilmistir.
NH->
HO

N
N
H
Sekil 1.3. Serotoninin kimyasal yapisi (Gonzalez-Gutiérrez vd.,2019).

1.6. Gama aminobutirik asit (GABA)

GABA memelilerin periferik dokularinda bulunmus olup, bir¢ok dokuda GABA
konsantrasyonlari serebral seviyenin %]1’inden daha azdir. Fakat tuba uterina,
pankreas hiicreleri,bagirsak myentrerik pleksusu ve sigcan overleri gibi dokularda
serebral seviyeden daha yogun sekilde bulunur (Sandor, 1985).GABA’ nin GIS’ de bir
noro-transmitter olabilecegine dair goriisler,enterik sinir sisteminde GABA’nin
immuno-histokimyasal metotlarla gosterilmesi ile kesinlesmistir (Jessen, Hills ve
Saffrey, 1986).GABA bagirsakta kolinerjik,postgangliyonik noronlarda modiilator bir

rol oynamaktadir.
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GABA’nin ince bagirsak iizerine etkisi hayvan tiirlerine gore degistigi i¢in tam olarak
anlagilamamistir(Auteri, Zizzo ve Serio, 2015). GABA’nin kimyasal yapist Sekil

1.4°de gosterilmistir.

Sekil 1.4. GABA’nin kimyasal yapisi (Pubchem, 2023a).
1.7. Bikukulin

Alkoloid bir yapida olan ve GABA antagonisti olarak gorev yapan bikukulin GABA
ve GABA agonistlerinin GABA-R baglanmasini yarismali sekilde onler. Boylelikle
GABA-R uyarilmasiyla olusacak CI kanallarmin agilmasinin oniine gecer (Kaya,
2013). Bikukulinin, omurilikte, merkezi sinir sisteminde, omurgasizlarin néronlarda,
kaslarda ve ganglion ndronlarinda GABA yanitlarini antagonize ettigigdriilmiistiir
(Nowak, Young veMacdonald, 1982). Bikukulinin kimyasal yapisi Sekil 1.5.’de

gosterilmistir.

Sekil 1.5. Bikukulinin kimyasal yapis1 (Pubchem, 2023b)
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1.8. Sican Ince Bagirsaginin Morfolojisi, Fizyolojisi ve Farmakolojisi

Sican ince bagirsagi midenin pars pilorika ventrikiili kismindan baslar sekumda (kor
bagirsak) son bulur. En uzun boliimiinii orta boliim olan jejunum olustururken en kisa
boliim ise ligamentum ileosekale ile sekum arasindaki boliimii olusturan ileumdur.
Bagirsak boliimleri arasinda en genis olan ve ¢ok sayida villi iceren duodenum ise,
ince bagirsagin ilk boliimiini olugturur. Bu kisim iyi gelismis tiibiiler bezler igerir.
Evcil memeli hayvanlarda submukozal bezler ¢ogunlukla bu boliimde olusur ve
mideden gelen gidalarin baz1 hormon ve kimyasal maddelerle parcalanip jejunumda

emilmeye hazir hale getirilen ince barsagin ilk boliimiidiir (Samuelson, 2007).

Desesso ve Jacobson (2001)’e gore Siganlarda duodenum uzunlugu 9,5-10 cm olup
toplam ince bagirsagin % 8’ni, jejunum uzunlugu 90-135 cm olup toplam ince
bagirsagin % 90’n1 ve ileumun ise uzunlugu 2,5-3,5 cm olup toplam ince bagirsagin
%2’ni olusturmaktadir. Sicanlarda viicut alan1 0,04 m? olup ince bagirsagin yiizey
alam yaklasik olarak 1m? civarindadir ve dnemli bir fark olarak da sicanlarda safra

kesesi bulunmaz.

1.9. Ince Bagirsagin (Duodenum, Jejunum ve fleum) Kasilmasinin

Onemi

Gastrointestinal sistemin bircok hayati gorevi vardir. Emilimden ve salgilamadan
sorumludur, zengin bir lenfatik dolasima sahiptir ve maddeleri bir miktar

biotransformasyondan sonra karacigere tasir (Thomazini ve Dolder, 2017).

Sindirim kanalinin en 6nemli gorevi viicutta devamli olarak su, elektrolit ve besin
saglamaktir. Bu fonksiyonun saglanabilmesi i¢inde viicuda alinan besin maddelerinin
bagirsak kanalinda emilime ve sindirime ugrayabilecegi uygun bir hizla ilerlemesi

gerekmektedir (Guyton, 1986).

Ince bagirsak hareketleri, bagirsak iceriginin karistirilmasi, dgiitiilmesi ve tasinmasimi
saglar. Gastroenteroloji uzmanlari, insanlarda Crohn hastaliginin  bireylerde
gastroenterik bir tehlikesi olup olmadigini belirlemek i¢in genellikle motilite verilerini

gozlemler (Wu, Zhonga, Guo ve Fujita 2020).
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Ince ve kalin bagirsak motilitesi, bagirsakta sindirilemeyen maddelerin hareketini
destekleyen bir takim gastrointestinal kasilmalarin sonucu meydana gelir (Maurer,

2016).

Ince bagirsagin baslica iki tip hareketi vardir. Bunlardan birincisi segmentasyon
fonksiyonu, kimiis (bagirsak igerigi) ile ince bagirsak sekresyonunun karistirilmasive
kimusun bagirsak yiizeyi ile temasimi saglayarak absorbsiyonu kolaylastirmaktir.
Sinirsel bir kontrol altinda olmayan bu tip hareket sadece diizkas aktiviteleri sonucu
meydana gelir (miyojenik). ikinci tip hareket ise peritalsistir ve kimusunince bagirsak
boyunca ilerlemesini saglar. Sinirsel kontrol altinda olan bu tip hareketinstrinsik

aginda meydana gelen lokal refleks ile baglatilir (Noyan, 2004).

Ince bagirsagin en 6nemli hareketlerinden biride peristaltik hareketlerdir. Peristaltik
dalgalanmanin yonii onden arkaya dogrudur ve peristaltik dalganin bir bolgeden
gecisinden sonra o bolge 10-25 saniye arasi kasilabilir. Bu kasilma sonucu besin igerigi
bagirsak i¢inde yol almaya devam eder. Peristaltik hareketler ileum sonunda durur ve
kalin bagirsaga gegmez, bdylece kalin bagirsakta olusabilecek ishal olay1 donlenmis

olur (Boliikbasi, 1989).

1.10. Calismanin Amaci

Gastrointestinal sistem, disardan viicuda alinan gidalar isleyen, suyu ve besinleri
Ozlimseyen ve atiklar1 yok eden bir dizi tiibiiler organi igerir. Bagirsak duvarinin dis
katmanlari, bagirsak icerigini karistirmak, yiyecek, su ve atiklar1 boru big¢imli
bolmelerden gegirmek icin gereken kuvvetleri saglayan kas dokulardir
(tunicamuscularis). Fluralaner sistemik olarak kullanilabilen uzun etkili bir dis parazit
ilacidir. Yan etkileri normal dozlarda goriilmese de saptanan en 6nemli yan etkileri
kusma ve ishaldir. Ayrica karacigeri de etkiler. Yani en énemli etkilerini GIS iizerine
gostermektedir. Yapilan literatiir taramalarinda fluralanerin izole organ banyo
sisteminde bagirsak iizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismanin amaci fluralanerin in vitro sigan ince bagirsak (duodenum, jejunum ve
ileum) dokusu tizerine etkilerinin sigan arastiritlmasidir. Calismanin sonuglar1 bir
ektoparaziter ilag olan fluralanerin ince bagirsak dokulari (duodenum, jejunum ve

ileum) tizerine etkisi olup olmadigini gosterecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Deney Araclari ve Malzemeler

= Distile Su Cihazi (Tetra - Zeneer RO180)
» Hassas Terazi (Precisa XB 220 A-Isvigcre)
= -20°CBuzdolab1 (Beko BK9610)

= Cerrahi malzemeler (ince ve disli uglu pensler, penset, ince, kalin ve kiit uglu

makaslar)
= Otomatik pipetler (Eppendorf 100-1000u1, 20-200u1, Socorex 0,5-10u1)
= Petri kutular
= Cam tiipler
= Ependorf tiip (2nl)
= pH metre (OHAUS)
» [zole organ banyosu, Biopac Systems MP 35 (Commat, Tiirkiye, Sekil 2.1.)
= Polygraphs sistem, izometrik gerim ileticisi, bilgisayar
» Tiip (% 95 O2 ve %5 COzigeren gaz karigimi )

= Vorteks (IKA MS3 Basic)



Sekil 2.1. Deneyde kullanilan, izole organ banyosu, Biopac Systems MP 35
(Commat, Tirkiye), Polygraph sistem, izometrik gerim ileticisi, bilgisayar, tiip (%
95 O2 ve %5 COzigeren gaz karigimi).

2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

» Ksilazin (Xylazinbio, Bioveta)
= Ketamin (Vetaketam, Vetagro)

» Fluralaner (Medkoo Biosciences, 864731-61-3): 2x102 M olacak sekilde -
20°Cde stok ¢ozelti halinde saklanmistir. Stok ¢ozelti deneylerde izole organ
banyosuna ya direk uygulanarak ya da homojen bir sekilde distile su ile

bulaniklik olusturmayan derisimi ayarlanarak ¢ozdiirtiliip kullanilmstir.

= Dimetil siifoksit (DMSO) (Carlo Erba, 445103): Direk olarak ya da distile suda
¢ozdirilip, fluralanerin hazirlama sekline gore kontrol grubu olarak

kullanilmistir.

= Asetilkolin (Sigma A 6625): Distile suda ¢dzdiiriilmiis, 102 M olarak -20°C’de

saklanmis, deney esnasinda diliie edilerek farkli molarlarda kullanilmistir.

= Serotonin (Boston USA Chemistry, BBE-010484): Distile suda ¢6zdiiriilmiis,
102 M olarak -20°Cde saklanmis, deney esnasinda diliie edilerek farkli

derisimlerde kullanilmistir.
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= GABA (Boston USA Chemistry, BAA-104201): Distile suda ¢ozdiiriilmiis, 10°

1M olarak -20°C’de saklanmus, deney esnasinda diliie edilerek kullanilmustir.

= Bikukulin (Boston USA Chemistry, BBM-802701): DMSO da ¢ozdiiriiliip

olarak -20°C’ de saklanmis olup deney esnasinda diliie edilerek kullanilmustir.

= KCI (Merck, 1049361000): Distile suda ¢ozdiiriiliip deney esnasinda 80 mM

olarak kullanilmustir.

2.3. Deneyde Kullanmilan Tyrode Cozeltisi Bilesenleri

Cozetinin pH s1 yaklasik 7,4 olacak sekilde ayarlanmis olup;
= Potasyum kloriir (KCI) (Merck, 1049361000): 2,7 mM
* Sodyum kloriir (NaCl) (Merck, 1064041000): 136,9 mM
= Sodyum bikarbonat (NaHCO3) ( Merck, 1063295000):11,9 mM
»  Glikoz (CeH1206) (Merck, 1083375000):5mM
* Magnezyum kloriir (MgClz) (Merck, 1058325000):1 mM
= Sodyum dihidrojen fosfat(NaH2POa4) (Merck, 1063451000): 0,4mM

» Kalsiyum kloriir (CaCl2) (Merck, 1023825000): 1,8 Mm

2.4. Kullanilan Deney Hayvanlari

Yapilan deneylerde agirliklar1 450-500 gram (g) arasi degisen, yaslari da 5-6 ay arasi
degisen Wistar albino 1rki 60 adet erkek sicanlardan izole edilen ince bagirsak
boliimleri (duodenum, jejunum ve ileum) kullanilmistir. Deneylerde kullanilan
sicanlara yem ve su kisitlamasi yapilmamis olup bu si¢anlar 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik ortamda Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde ayni kafeslerde tutulmuslardir. Deneylerin tamami Kirikkale
Universtesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Yiiriitiilen bu ¢alisma Kirikkale Universtesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 18.09.2019 tarihli 2019/07 toplant1 sayili1 43 no’lu

karar1 ile onaylanmustir.
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2.5. Yontem

Calismada 60 adet sigandan izole edilerek alinan ince bagirsak bdliimlerine
(duodenum, jejunum ve ileum) fluralanerin etkisini arastirmak tizere Cizelge.2.1’de

belirtilen protokoller uygulanmustir.

Cizelge 2.1. Fluralanerin si¢can ince bagirsak boliimleri (duodenum, jejunum ve
ileum) lizerine etkisinin arastirilmasinda yapilan protokoller

PROTOKOLLER UYGULAMALAR

I. PROTOKOL DMSO ve fluralanerin farkli derisimlerinin tek basina ince bagirsak
béliimlerine 10-°,10%,107,10%,105,10* M derisimde uygulanmasi.

I1. PROTOKOL 80mM KCL ile kasilma olusturulan dokularda DMSO vefluralaner

derisimlerinin uygulanmast.

I11. PROTOKOL DMSO ve fluralanerin 105,105,104 M derisimlerinin 3x10°M GABA ile

inkiibe edilen dokularda beraber uygulanmasi.

IV. PROTOKOL DMSO ve fluralanerin 10 veya 10* M derisimleri ile inkiibe edilen
dokularda 10°,10%,107,10%,10°,104,10° M asetilkolin derisimlerinin
uygulamasi.

V. PROTOKOL DMSO ve fluralanerin 10%derisimleri ile inkiibe edilen dokularda
serotonin, 3x10%, 10-°,3x10%, 104,3x10*, 1073, 3x10° M derisimlerinin
uygulamasi.

V1. PROTOKOL DMSO ve fluralaner 10-6,10°,10* M derisimlerinin 3x10 M bikukulinile

inkiibe edilen dokularda beraber uygulanmasi.

2.5.1. Sican Ince Barsaginin Béliimlerinin (Duodenum, Jejunum ve fleum) izole

Edilmesi

Deneylerde kullanilan agirliklart 450-500 g arasi, yaslar1 da 5-6 ay arasi olan 60 adet
erkek sicanlari anesteziye almak i¢in 6nce 10 mg/kg dozda ksilazin sonrada 50 mg/kg
dozda ketamin kas i¢i olarak uygulandi. Sicanlar Sekil2.2. gibi anestezi altindayken

karin duvari, sternumun procesus xiphoideus’un bittigi yerden 6nce vertikal ensizyon
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yapilarak, sonrada tranversal ensizyon yapilarak Sekil 2.3.’deki gibi agilmistir. ince
bagirsagin ilk boliimii olan duodenum midenin ¢ikis kismindan Sekil 2.4.”deki gibi,
ikinci ve en uzun bdliimii olan jejunum yaklagik olarak orta kismimdanSekil 2.5.”deki
gibive ince bagirsagin son ve en kisa boliimii olan ileum ise 6nce plica iliocaecalis gibi
tespit edilerek sekuma kadar olan kisim Sekil 2.6.’deki gibi izole edildi. izole edilen
ince bagirsagin bolimleri +4 °Cde hemen Tyrode ¢ozeltisi igeren petri kutularina ayri
ayrt alindi. Ince uglu makas yardimiyla cevresindeki dokulardan ve yaglardan
arindirilan ince bagirsagin boliimleri yaklasik 1’er cm uzunlugunda kesitler seklinde
tamamen izole edilip icerisinde 10 ml Tyrode ¢6zeltisi bulunan ve sicakligi viicut 37
°Cye ayarlanan izole organ banyosuna 1000 mg 6n gerilim verilerek Sekil 2.7.’deki
gibi asild1. Deneylerin tamaminda, deney siireleri boyunca % 95 Oz ve %5 CO2iceren

gaz karisimi uygulandi.

Organlar izole organ banyosuna asilmadan once izole organ banyosu kalibrasyon
islemine tabi tutuldu. Asilan bagirsak boliimleri (duodenum, jejunum ve ileum) deneye
baslanmadan 6nce 37 °C deki Tyrodegozeltisi bulunan kadehlerde 15° er dakikalik
stirelerle 3 defa kadehlerdeki Tyrodegozeltisi bosaltilip doldurularak toplamda 45
dakika yikama islemine maruz birakilarak dengelendi. Dengeleme sonrasi deney
protokolleri sirasiyla uygulanarak izole edilen bu dokulardaki gerilim degisiklikleri
izometrik gerim ileticisi (transduser) vasitasiyla 6lgiilerek bagli bulunan bilgisayara

daha sonra analiz edilmek iizere kaydedildi.
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Sekil 2.3. Anestezi altindaki karin duvari agilmis olan si¢anin i¢ organlarinin
goriinimii
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Sekil 2.5. Sicanda jejunumun izole edilmesi
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Sekil 2.6. Sicanda ileumunizole edilmesi

Sekil 2.7. Sig¢an ince bagirsak boliimlerinin izole organ banyosundaki goriintimii

2.6. Calismada Uygulanacak Derisimlerin Belirlenmesi

Deneylerde uygulanan bazi protokollerde derisimleri belirlemek igin 4-6 sican
kullanilmis ve bu protokollerin tamaminda az veya ¢ok cevap alinmasi iizerine degisik

sayilarda olmak tizere protokollerde toplam 60 hayvan kullanilmistir.
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2.6.1. Birinci Protokol: Fluralanerin Tek Basina Ince Bagirsak Boliimleri

(Duodenum, Jejunum, fleum) Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

DMSO iginde ¢ozdiiriilen fluralaner etkisinin arastirmak icin DMSO kontrol olacak
sekilde sirastyla fluralanerin 10°,108,107,10°,10°,10* M derisimleri tek basina ince
bagirsak kisimlarina (duodenum, jejunum ve ileum) non-kiimiilatif olarak uygulandi.

Bu deneyde toplam 4 adet sican kullanilarak asagidaki protokol gergeklestirildi.

» [5’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.

Dokularin canliligini test etmek icin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

» Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
* Dokular: prekontrike etmek i¢cin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

* Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
= Kontrol olarak %1’lik DMSO ile 5 dakika inkube edildi.

* Dokular spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
= 10 M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi.

» Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
= 10®M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi.

* Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢6zeltisi degistirildi.
= 107 M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi.

» Dokular spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢6zeltisi degistirildi.
» 10° M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi.

* Dokular spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
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= 10°M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi.

= Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

= 104 M fluralaner ile 5 dakika inkiibe edildi ve deney sonlandirildi.

2.6.2. Ikinci Protokol: Fluralanerin Bagirsak Béliimlerinde (Duodenum,

Jejunum, ileum) KCI Kasilmalariin Uzerine EtKisi

DMSO kontrol grubu olacak sekilde dokularda KCI’ye bagl kasilmalarda olgsusan
gevsemenin etkisini 6lgmek ic¢in fluralaner sirasiyla 101,10%,10°,10%,107,10° M
derisimde kiimiilatif olarak uygulandi. Toplam 5 adet sigan kullanilarak asagidaki

protokol gergeklestiridi.
= 15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
= Dokularin canliligini test etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.

= Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3 kez

banyo ¢ozeltisi degistirildi.
= Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCl uygulamas1 yapildi.

= KCI baglh kasilma platoya ulaginca 3’er dakikalik araliklarla kiimiilatif olarak
fluralanere benzer sekilde seyreltilen DMSO uygulamalari yapildi.

= Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3 kez

banyo ¢ozeltisi degistirildi.
= Dokular prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildu.

= KCl’ye bagli kasilma platoya ulasinca 3’er dakikalik araliklarla kiimiilatif olarak
sirastyla 10%1,101°10°,10%107,10°% M fluralaner alt1 farkli derisim olarak

uygulandi ve deney sonlandirildi.

DMSO ve fluralanerin KCI’ye bagl kasilmalari nasil etkiledigini (gevsetme cevabi)
tespit etmek icin non-kiimiilatif olarak fluralanerin 10°10%107,10,10°10% M
derisimleri uygulandi. (non kiimiilatif ¢caligmalarda derisimler DMSO ile seyreltildi)
toplamda 6 adet sigan kullanilarak asagidaki protokol gergeklestirildi.

= 15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
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Dokularin canliligini test etmek icin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢cin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.
KCI kasilmasi platoya ulasinca DMSO uygulamasi (Kontrol) yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
KCl1 kasilmast platoya ulasinca 10° M fluralaner uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5 er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
KCl1 kasilmas1 platoya ulasinca 10® M fluralaner uygulamasi yapilds.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5 er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
KCl kasilmas1 platoya ulasinca 107 M fluralaner uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5 er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
KCl1 kasilmas1 platoya ulasinca 10 M fluralaner uygulamasi yapilds.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
KCl kasilmas1 platoya ulasinca 10 M fluralaner uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
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KCI kasilmas1 platoya ulasinca 104 M fluralaner uygulamasi yapildi ve deney

sonlandirildi.

DMSO ve fluralaner’in KCI’ye bagli kasilmalari nasil etkiledigini (gevsetme cevabi)

tespit etmek icin ikinci bir kiimilatifdeney uygulandi (seyreltmeler distile su ile

yapildi). Toplamda 6 adet sigcan kullanilarak asagidaki protokol gerseklestirildi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek icin Tyrode ¢6zeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek i¢in 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Dokular1 prekontrike etmek i¢in 80 mM KCI uygulamasi yapildi ve 5 er
dakika arayla toplamda 15 dakika olacak sekilde KCl’ye bagli spontan

kasilmalar o6lgiildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3
kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Dokular1 prekontrike etmek i¢cin 80 mM KCI uygulamasi yapildi.

KCI’ ye bagl kasilmalarin iizerine DMSO’nun etkilerini 6lgmek i¢in, KCI

kasilmasi platoya ulasinca banyodaki ¢ozeltiye 5 dakika arayla sirastyla DMSO
% 0,005, % 0,05, % 0,5 olacak sekilde uygulandi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5 er dakika arayla en az 3
kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Dokular1 prekontrike etmek i¢cin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

KCI’ ye bagl kasilmalarin iizerine fluralanerin etkilerini 6lgmek i¢in, KCI

kasilmasi platoya ulaginca banyodaki ¢ozeltiye 5’er dakika araliklarla 10, 10°

Sve 10* M derisimde fluralaner uygulandi ve deney sonlandirildi.

2.6.3. Uciincii  Protokol: Fluralanerin Bagirsak Béliimlerinde (Duodenum,

Jejunum, ileum) GABA Kasilmalarimin Uzerine Etkisi

Bu deneyde 3x10° M GABA ile inkiibe edilen dokulara fluralaner ile ayni sekilde
seyreltilen DMSO ve fluralanerin 105, 10° ve 10“M derisimleri uygulanarak gerilim
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gevseme cevaplari 6l¢iildii. Bu deneyde toplamda 7 adet sigan kullanilarak asagidaki

protokol uygulandi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligimi test etmek i¢cin 80 mM KCl1 uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

3x10° M GABA ile tiim dokular 15 dakika boyunca inkiibe edildi ve 5’er
dakikalik periyotlarda isaterlenerek toplamda 15 dakika boyunca spontan

kasilmalar o6l¢iildii.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

3x10°M GABA ile tiim dokular 15 dakika boyunca inkiibe edildi ve 5° er
dakika arayla (fluralaner ile benzer sekilde seyreltilen) DMSO % 0,005, %
0,05, % 0,5 olacak sekilde kiimiilatif uygulandi.

Dokular1 spontan kasilmalaria geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3
kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

3x10% M GABA ile tiim dokular 15 dakika boyunca inkiibe edildi ve daha sonra
5> er dakika arayla sirastyla 10°, 10° ve 10* M fluralanerin derisimleri

kiimtilatif olarak uygulandi ve deney sonlandirildi.

Bu protololde yapilan baska bir deneyde 10* M fluralaner uygulamasindan sonra
dokular eski haline gelmedikleri icin DMSO % 0,005, % 0,05, % 0,5 ve fluralanerde
10, 10° ve 10* M’derisimde olacak sekilde dokulara GABA kullanmaksizin

uygulandi. Toplamda 6 adet sican kullanilarak asagidaki protokol gergeklestirildi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek i¢in 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

5’er dakikalik periyotlarda igaterlenerek toplamda 15 dakika boyunca spontan

kasilmalar Olgiildii.

5’ er dakika arayla en az 3 kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
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2.6.4.

5’ er dakika arayla (fluralaner ile benzer sekilde seyreltilen) DMSO % 0,005,
% 0,05, % 0,5 olacak sekilde kiimiilatif uygulandi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5 er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

5° er dakika arayla sirasiyla kiimiilatif olarak 10, 10° ve 10* M fluralanerin

derigimleri uygulandi ve deney sonlandirildi.

Dordiincii Protokol: Fluralanerin Bagirsak Boliimlerinde (Duodenum,

Jejunum, Ileum) Asetilkolin ile Beraber Etkisinin Olgiilmesi

DMSO ve fluralanerin farkliderisimleriile inkiibe edilen dokularin asetilkolin’e bagli

kasilmalarin farkini ortaya ¢ikarmak i¢in iki adet deney yapildi. Yapilan ilk deneyde

toplam 4 adet si¢an kullanilmis olup DMSO ve fluralanerin 10°® M derisiminde inkiibe

edilen dokulara asagidaki protokol uygulandi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek icin Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek i¢cin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3 kez
banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Fluralaner (10°M) ile ayn1 sekilde seyreltilen DMSO ile 15 dakika inkiibasyon
edilen dokulara kiimiilatif olarak sirasiyla 10°,108,107,10%,10°,10%4,10° M
Akuygulandi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek icin 5’ er dakika arayla en az 3 kez
banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Daha sonra fluralanerin 10® M derisimi ile 15’er dakika inkiibe edilerek
kiimiilatif olarak sirastyla 109,10%107,10°,10°,10%10° M derisimde Ak

uyguland: ve deney sonlandirildi.

Yapilan ikinci deneyde ise toplamda 6 adet sigcan kullanildi ve birinci deneydeki

protokoller uygulandi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.

Dokularin canliligini test etmek i¢cin 80 mM KCI uygulamasi yapildi.
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Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Fluralaner (10°M) ile aym1 sekilde seyreltilen DMSO ile 15 dakika inkiibasyon
edilen dokulara kiimiilatif olarak sirasiyla 10°,108,107,10°,10°,104,10° M Ak
uygulandi.

Dokulart spontan kasilmalaria geri getirmek igin 5 er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Daha sonra fluralanerin 10 M derisimi ile 15’er dakika inkiibe edilerek
kiimiilatif olarak sirastyla 107°10%107,106,10°,10%10° M derisimde Ak

uygulandi ve deney sonlandirildi.

Bu protokolde yapilan protokolde iigiincii deneyde ise toplam 5 adet sigan kullanildi.

Bu deney DMSO’nun Ak’nin cevaplarini kontrol etmek igin asagidaki deney

protokolii uygulandi.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek i¢in 80 mM KCl1 uygulamast yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

15 dakika spontan kasilma beklenildi ve {izerine sirastyla kiimiilatif olarak 10

°10%,107,10°,10°,10%,10° M derisimde Ak uygulandi.

Kontrol grubu olan saf DMSO’dan 5 plilave edilerek tiim dokular 15 dakika
inkiibe edildi ve dokulara sirastyla kiimiilatif olarak 10°,10%,107,10°%,10°,10"
4 10°M derisimde Ak uygulandi.

Daha sonrada saf DMSO’dan 50 plilave edilerek tiim dokular 15 dakika inkiibe
edildi ve dokulara sirastyla kiimiilatif olarak 10°,108,107,10°,10°,10%,103M
derisimde Ak uygulandi ve deney sonlandirildi.

2.6.5. Besinci Protokol: Fluralanerin Bagirsak Boliimlerinde (Duodenum,

Jejunum, ileum) Serotonin ile Beraber Etkisinin Ol¢iilmesi

Serotonine bagli kasilmalarin fluralaner ve DMSO ile inkiibe edilen dokulardaki

etkisini ortaya ¢ikarmak icin fluralanerin ayr1 ayr1 olacak sekilde 10° M derisiminde
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DMSO kontrol olacak sekilde 15’er dakika inkiibasyonu altinda serotoninin, 3x108,

107, 3x107, 10, 3x10%, 10° ve 3x10° M derisimleri uygulanarak serotonine bagl

kasilmalar karsilastirildi. Toplamda 6 adet sican kullanilirak asagidaki protokol

gerceklestirildi.

2.6.6.

15’er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek icin 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5 er dakika arayla en az 3
kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Dokulart fluralaner ile ayni sekilde seyreltilen DMSO iletiim dokular 15’er

dakika inkiibe edilip tizerlerine kiimiilatif olarak serotoninin 3x10%8 107, 3x10°
7.10®, 3x10°, 10° ve 3x10° M derisimleri uygulandi.

Dokular1 spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’ er dakika arayla en az 3
kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.
Bu kez de dokular 10° M fluralaner 15 dakika inkiibe edilip iizerine kiimiilatif

olarak serotoninin 3x10¢, 1077, 3x107, 10, 3x10°%, 10° ve 3x10° M derisimleri

uygulandi ve deney sonlandirildi.

Altinc1 Protokol: Fluralane Bagirsak Boliimlerinde (Duodenum, Jejunum,

fleum) Bikukulin ile Beraber Etkisinin Ol¢iilmesi

Bikukulinin dokular1 nasil etkiledigini ve bikukulinle inkiibe edilen dokularda

fluralaner’in ve DMSO’nun kasilmalara etkisinin nasil oldugu arastirildi. Bunun igin

toplamda 6 adet sigan kullanilarak asagidaki protokol gerceklestirildi.

15er dakika arayla 3 defa dengelemek i¢in Tyrode ¢ozeltisi degistirildi.
Dokularin canliligini test etmek i¢in 80 mM KCl uygulamasi yapildi.

Dokular spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’er dakika arayla en az 3 kez

banyo ¢ozeltisi degistirildi.

Bikukulinin tek basina dokulardaki etkisini 6lcmek icin 3x10° M bikukulin ile
inkiibe edilen dokular 5’er dakika ara ile toplamda 15 dakika 6l¢tildii.

Dokular spontan kasilmalarina geri getirmek i¢in 5’er dakika arayla en az 3 kez

banyo ¢ozeltisi degistirildi.
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= 3x10°% M bikukulinle 15 dakika inkiibe edilen dokulara %0,005, %0,05, %0,5
DMSOS5’er dakika ara ile uygulandi.

* Dokular1 spontan kasilmalaria geri getirmek i¢in 5° er dakika arayla en az 3

kez banyo ¢ozeltisi degistirildi.

= Sonra, 3x10® M bikukulinle 15 dakika inkiibe edilden dokulara
fluralanerinsirasiyla 5 dakika arayla 10, 10° ve 10 M derisimleriuyguland1 ve

deney sonlandirildi.

2.7. Protokollerde Uygulanan Deney Verilerinin Degerlendirilmesi

Izole organ banyosundayapilan deneyler kullanilan dokulardaki gerilim degisiklikleri
izometrik gerim ileticisi (transduser) vasitasiyla Olglilerek bilgisayara kaydedildi.

Daha sonra Biopac Systems MP 35 programinda hesaplamalar yapildi.

Protokollerde kiimiilatif (birikimli) ve non-kiimiilatif (birikimsiz) olarak fluralanerin
etkisini arastirmak i¢in DMSO ile spontan (kendiliginden normal olan) kasilamalar
kontrol grubu olarak alinmistir. Hesaplamalar ise temel hat (base line)’dan ulasilan pig
degerler (ulasabildikleri en yiiksek tepe noktasi) degerlendirilerek tek tek olgiildii. KCI
kasilmalarinin pik seviyesi 100 kabul edilerek fluralanerin ve DMSO’nun dokulardaki
kasilmalar1 oranlanarak hesaplandi. KCI ile prekontrakte edilen dokularda ise base
line’dan prekontraksiyonun ulastigi en yiiksek plato seviyesi 100 kabul edildi. Daha
sonra ikinci bir madde ile elde edilen cevaplar prekontraksiyona gore 100°de artis yada

azalma seklinde hesaplandi.

Ayrica bazi denemelerin frekans degerleride 6l¢iildii. Frekans degerleri belli bir siirede

olusan kasilmalarin tepe noktalar1 sayilarak hesaplandi.
2.8. Istatistikler ve Analizler

Hesaplanan verilerin  “SPSS 25 Windows” istatistik paket programinda
degerlendirildi. Elde edilen veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verildi.
[Ik olarak bagimli gruplarda verilere normalite testi uygulandi, normal dagilim
gosteren verilerde ikili gruplar arasinda “esli gruplar t testi”,normal dagilim
gosteremeyenlereise  ““Wilcoxon Singed Ranks non-parametrik test’” uygulandi.
Bagimsiz gruplar arasinda parametrik dagilim gosteren verilere “student t” parametrik

olmayan sekilde dagildigilan verilere Mann Whitney U testi yapildi ve p<0,05 degeri
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de istatistiksel agidan anlamli olarak degerlendirildi. Bagimli ii¢lii gruplar arasinda
parametrik dagilim gosteren verilere Repeated Measures’” non parametrik dagilim
gosteren verilerde ‘‘Friedman’’ testi yapildi ve yapilan 3’1 testlerde ‘‘Benforoni’’
diizeltmesi (P/3) yapildi. Yapilan testlerde gruplar arasi 6nemlilik bulundugunda her
bir grup 2’li olarak parametrik olarak ‘‘Paird Simle’> non-parametrik olarakta
““Wilcoxon Singed Ranks’’testi uygulandi. p<0,016 degeri istatistiksel agidan anlamli

olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Birinci Protokol: Fluralanerin Tek Basmna ince Bagirsak
Boliimleri (Duodenum, Jejunum, Ileum) Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Fluralanerin bagirsak boliimleri (duodenum, jejunum, ileum) {lizerine etkisinin
arastirilmasi icin 6n deneme amagcl olarak fluralanerin 10°,108,107,10°,10°,10“4 M

derisimleri birikimsiz (non-kiimiilatif) olarak uygulandi.

Yapilan istatistiki olgtimlerde hi¢bir dokuda, fluralanerin higbir derisimde 6nemlilik
bulunmadi (p>0,05). KCI’ye bagh kasilmalar duodenumda Sekil 3.1.’de jejunumda
Sekil 3.2.’de ve ileumda Sekil 3.3.’de sunulmus olup yapilan deneyde KCI
kasilmasinin cevab1 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata

(SH)’lar1 Cizelge 3.1.’de sunulmustur.
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Sekil 3.3. Siganileumuna KCI uygulamasi

Cizelge 3.1. %1 DMSO ve fluralanerin 10°,108,107,10°%,10°,10*M derisimlerinin
duodenum, jejunum ve ileum % kasilmalar1 {izerine etkisi

FLURALANER (M)

n | %1 DMSO 10° 10°® 107 10° 10° 10
Duodenum | 3 | 15,64+3,26 | 21,44+621 | 19,034220 | 26,8+112 | 16,946,59 | 23,43£6,95 | 17,05+2,73
Jejunum | 4 | 12,26£6,00 | 34,4420,7 | 923+546 | 22,6+ 12,8 | 15124534 | 9,9242,78 | 8,79+3.25
fleum 4 | 1324+564 | 2344103 | 2224138 | 8414248 | 1876+5,01 | 8,79+2,81 | 16,49+8,97

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Hayvan sayis, fluralanerin 10°,108,107,10

6,10°,10* M derisimleri ayr1 ayr1 olarak % DMSO ile karsilastirildi ve higbir dokuda higbir fluralaner
derisiminde 6nemlilik bulunamadi (p>0,05).
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3.2. ikinci  Protokol:  Fluralanerin  Bagirsak  Béliimlerinde

(Duodenum, Jejunum, Ileum) KCI Kasilmalariin Uzerine Etkisi

KCl ile 6n kasilma (prekontrakte) olusturulan dokulara fluralanerin 101 1010 10°°,
108,107, 10°® M derisimleri kiimiilatif olarak 3’er dakika ara ile uygulanmasi yapild.
Yapilan istatistiki Olglimlerde sigan ince bagirsak boliimlerinden duodenum ve
jejunumda istatistiki agidan hicbir fark bulunamadi (p>0,05), fakat ileumda
fluralanerin 102° M derisiminde (p=0,047) 6nemlilik bulundu. KCIl kasilmasinin
cevabi 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 Cizelge
3.2.”de sunulmustur.

Cizelge 3.2. DMSO ve fluralaner’in 10, 10°°, 10, 108, 107, 10° M derisimlerinin
duodenum, jejunum ve ileuma kiimiilatif olarak % gevseme iizerine etkisi

DERISIiM DUODENUM JEJENUM ILEUM
M Fluralaner DMSO Fluralaner DMSO Fluralaner DMSO
10 9,00+1,95 8,66+1,43 7,64+2,44 7,37+3,53 4,98+4,46 7,38+3,3,19
1010 5,58+2,58 6,34+ 3,56 9,48+2,37 9,59+4,66 12,98+1,62* 4,89+2,35*
10 4,53+1,37 4,74+1,07 10,83+4,36 11,30+4,46 6,23+£2,39 15,05+4,90
108 16,77+3,20 16,49+1,95 6,72+61,85 6,9243,63 21,10+2,44 21,68+7,45
107 10,92+3,87 10,27+ 3,63 22,73+£5,08 25,34+2,85 31,03+0,99 15,21+6,01
106 34,48+ 5,38 33,12+ 7,09 26,77+4,86 24,67+3,95 29,08+8,26 12,30+11,16

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Duodenum n=4, jejunum n=5 ve ileum n=5,
ileumdal0-1® M (p=0,047) derisiminde 6nemlilik vardir. (Her doku kendi arasinda degerlendirilmis olup
* ayni satirda aralarinda 6nemlilik bulunan derisimleri ifade eder. n: Kullanilan hayvan sayist).

Yapilan non-kiimiilatif deneyde dokulara 10°,10%,107,10°,10°,10* M derisimlerinde
fluralaner uygulamasindan her bir derisimin uygulanmasindan 6nce duodenumda
Sekil.3.4.’de, jejunumda Sekil.3.5.’de ve ileumda Sekil.3.6.’da sunuldugu gibi 80 mM
KCI uygulanip dokular kastirildi. KCI kasilmasinin cevabi 100 kabul edilip elde edilen
verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 Cizelge 3.3’de sunuldu. Yapilan istatistiki
analizlerde duodenumda 6nemlilik bulunamadi(p >0,05). Fluralanerin Jejunumda 10
4 M (p=0,028) derisiminin, ileumunda 10° M (p=0,028) ve 10° M (p=0,044)

derisimlerinde 6nemlilik bulundu.

38



:::: :: E\w mg ) ml T mg n] ma A x]
u

40. daklka 80.dakika 120. dakika 160.dakika

Sekil 3.4. Duodenuma DMSO ve fluralanerin sirasiyla 10°,10%,107,10°,10°,10* M
uygulamasi dncesi KCl ile kastirilmas1 (Her derisim uygulanmasindan sonra dokular
3’er kez 5 dakika araliklarla yikanmigtir)
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Sekil 3.5.Jejunuma DMSO ve fluralanerin sirasiyla 10°,10%,107,10°,10°,10* M
uygulamasi 6ncesi KCl ile kastirilmas: (Her derisim uygulanmasindan sonra dokular
3’er kez 5 dakika araliklarla yikanmigtir)
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Sekil 3.6. ileuma DMSO ve fluralanerin sirastyla 10°,10%,107,10%,10°,10* M
uygulamasi 6ncesi KCl ile kastirilmas: (Her derisim uygulanmasindan sonra dokular
3’er kez 5 dakika araliklarla yikanmistir)
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Cizelge 3.3. Fluralaner’in 10°,10%,107,10,10°,10“ M derisimlerinin duodenum,
jejunum, ileum KCI % kasilmalar lizerine etkisi (% gevseme cevaplari)

FLURALANER (M)

n DMSO 10° 108 107 10°® 10° 10*

Duodenum 6 22,30+6,1 29,91+6,57 24,92+6,35 20,91+3,18 33,63+£8,45 23,85+5,76  30,81+7,78

Jejunum 6 14,20+5,1* | 30,76£9,40  18,30+7,82  24,63+£6,22  29,2+12,6 37,3+£10,9  45,1+10,4*
6

ileum 13,81+4,32 | 30,4+11,4* 21,64+540 23,16+£7,82  26,16+6,6% 20,58+3,36  26,37+6,02

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Kullanilan hayvan sayisi, ayni satirda *
isaretli fluralaner derigimleri ile DMSO arasinda dnemlilik vardir (duodenumda p >0,05, Jejunumda 10"
4M p=0,028, ileumunda 10° M p=0,028 ve 10 M p=0,044).

Bu protokolde ikinciyapilan kiimiilatif deneyde yapilan istatistiki analizlerde
duodenum derisimler arasinda 6nemlilik bulunamadi (p>0,05), fakat Sekil 3.7.de
sunuldugu gibi jejunuma uygulanan 10* M fluralaner derisimi ile KCI’ye baglh
sapontan kasilma arasinda (p=0,008) ve % 0,5 DMSO uygulamasi ile yine KCI’ye
bagli spontan kasilma arasinda (p=0,004) onemli bir azalma bulundu. Jejunuma
DMSO derisimlerinin uygulanmas1 Sekil 3.8.’degdsterilmistir. Ileumda ise 10° M
fluralaner derisimi ile KCI’ye bagli sapontan kasilma arasinda (p=0,008) ve % 0,5
DMSO uygulamast ile yine KCI’ye bagli spontan kasilma arasinda (p=0,004) énemli
bir azalma bulundu. Ayrica yine ileumda 10* M fluralaner derisimi (p=0,043) ve %
0,5 DMSO uygulamasi (p=0,043) ve KCI’ye bagli spontan kasilmalarinda énemlilik
bulundu. KCI kasilmasinin cevab1 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama +
standart hata (SH)’lar1 duodenumda Cizelge 3.4’de, jejunumda Cizelge 3.5’de ve

ileumda ise Cizelge 3.6’da sunulmustur.
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Sekil 3.7. Jejunuma KCI kasilmas: sonrast 10 M derisiminin fluralaner uygulamasi
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Sekil 3.8. Jejunuma KCI kasilmasi sonrast DMSO derisimlerinin uygulamasi

Cizelge 3.4. KCI kasilmas1 altinda DMSO ve fluralanerin 10°,10° ve 10*M
derisimlerdeduodenum % fizerine etkisi

DUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
86,71+15,05 80,34+14,33 80,30+18,74
DMSO 960,005 90,05 %0,5
87,79+12,41 81,28+15,24 71,58+10,00
FLURALANER 10° M 10° M 10* M
69,07:6,20 67,48+11,82 51,91+9,10

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 4, p >0,05.

Cizelge 3.5. KClI kasilmasi altinda DMSO ve fluralanerin 10°,10° ve 10*M
derisimlerde jejunum % tizerine etkisi

JEJUNUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
64,77+7,05 70,51+7,72 67,16+7,04°
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
60,39+18,13 57,18+8,13 44,14+8,13°
FLURALANER 10° M 10° M 10* M
53,64+5,09 41,40+7,18 24,43+6,91°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan say1si (n): 5, **Ayni siitunda
farkli harf tagtyan gruplar arasindaki fark énemlildir.10* M fluralaner derisimi ile 3. sapontan kasilma
arasinda (p=0,008), % 0,5 DMSO uygulamasi 3. spontan kasilma arasinda (p=0,004) énemlilik vardir.
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Cizelge 3.6. KCl kasilmasi altinda DMSO ve fluralanerin 10,10 ve 104 M
derisimlerde ileum % tizerine etKisi

iLEUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
72,8+11,3 68,4+10,3° 72,1411,5°
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
61,0£11,6 53,6+13,3° 40,63+9,36°
FLURALANER 10°M 105 M 10* M
60,84+8,51 43,7+11,7° 25,26+8,69°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 5, *Ayni
siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlildir. 10°° M fluralaner derisimi ile 2. sapontan
kasilma arasinda (p=0,008) ve % 0,05 DMSO uygulamasi ile 2. spontan kasilma arasinda (p=0,004),
10 M fluralaner derisimi uygulamasi, % 0,5 DMSO uygulamasi ve 3. sapontan kasilma aralarinda
onemlilik vardir. (tiim uygulamalarda farklilik vardir ve tiim uygulamalar arasinda p= 0,043).

3.3. Uciincii Protokol: Fluralanerin Bagirsak Béliimlerinde

(Duodenum, Jejunum, ileum) Gaba Kasilmalarimn Uzerine

Etkisi

3x10° M GABA ile 15 dakika inkiibe edilen deneyde KCI kasilmasinin cevabi 100
kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 doudenumda
Cizelge 3.7.’de, jejunumda Cizelge 3.8.’de ve ileumda Cizelge 3.9.’da sunulmustur.
Yapilan istatistiksel 6l¢iimlerde duodenumda fluralanerin 10* M derisiminin hem
spontan kasilmaya gore (p=0,028) hem de DMSO uygulamasina gore (p=0,028)
arasinda 6nemlilik bulundu. Jejunumda aym sekilde fluralanerin 10* M derisiminin
Sekil 3.9.’da sunuldugu gibi hem spontan kasilmaya goére (p=0,005) hem de DMSO
uygulamasina gore (p=0,026) arasinda Snemlilik bulundu. Ileumdaise derisimler

arasinda 6nemlilik bulunamadi (p>0,05).

3000 mg

2000 mg

u.“. ineteie 1

1.dakika 2 dakika 3.dakika

1000 mg

Sekil 3.9. 3x 10% M GABA ile inkiibe edilen jejunuma 10 M fluralaner uygulamasi
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Cizelge 3.7. 3x 10 M GABA ile inkiibe edilen duodenuma DMSO ve fluralanerin

10%,10°,10* M derisimlerinin % etkisi

3x10® M GABA ile inkiibasyonu altindalDUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
20,62+6,22 28,82+7,99 21,37+7,507
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
26,41%6,50 25,97+7,97 20,29+9,65°
FLURALANER 10 10° 10"
20,40+8,86 16,65+8,61 8,56+5,42°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6,*>Ayni siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir. 104 M fluralaner derisimi uygulamasinin, % 0,5
DMSO uygulamasi (p=0,028) ve 3. sapontan kasilma arasinda (p=0,028) énemlilik vardir.

Cizelge 3.8. 3x 10° M GABA ile inkiibe edilen jejunuma DMSO ve fluralanerin 10°
610°,10*M derisimlerinin % etkisi

3x10° M GABA ile inkiibasyonu altindaJEJUNUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
23,63+6,69 24,37+6,48 23,91+4,41°
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
25,83+6,53 24,55+5,75 18,79+4,85°
FLURALANER 10° 10° 10"
22,21+7,42 10,76+2,59 1,79+0,52°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 7,>>Ayni siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir.10“ M fluralaner derisimi uygulamasimin, % 0,5
DMSO uygulamasi (p=0,026) ve 3. sapontan kasilma arasinda (p=0,005) énemlilik vardir.

Cizelge 3.9. 3x 10° M GABA ile inkiibe edilen ileuma DMSO ve fluralanerin 10°°,
10°, 10 M derisimlerinin % olarak etkisi

3x10°® M GABA ile inkiibasyonu altindaiLEUM
SPONTAN KASILMA ik 5 dk. ikinci 5 dk. Uciincii 5 dk.
29,47+9,08 26,18+5,36 29,74+9,09
DMSO 90,005 90,05 %0,5
25,09+6,14 20,27+5,64 18,76+6,23
FLURALANER 10 10° 10*
17,04+5,30 13,51+2,39 6,4242.87

Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak verilmigtir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 7, fluralanerin
tiim derisimlerinde 6nemlilik bulumadi (p>0,05).
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Ayni deneyde dokularin frekanslar1 5 dakika/frekans olacak sekilde 6l¢limii yapilarak
karsilastirildi. Elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 doudenumda
Cizelge 3.10.°de, jejunumda Cizelge 3.11.°de ve ileumda Cizelge 3.12.°de
sunulmustur. Yapilan istatiski sonuglarda bagirsagin tiim dokularinda fluralanerin 10°
> M ve 10% M derisimlerinin hem spontan kasilmalara gére hemde DMSO
derisimlerine gore Sekil 3.10. de sunuldugu gibi frekanslar1 azalttigr goriildii (tiim

dokular i¢in p<0,001).
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Sekil 3.10. Fluralanerin 10* M derisimin 3 X 10° M GABA inkiibasyonu altinda
duodenum (A), jejunum (B) ve ileum (C) dokularinin frekanslari iizerine etkisi

Cizelge 3.10. DMSO ve Fluralanerin 106, 10°ve10“M derisimlerinin 3x10° M
GABA inkiibasyonu altinda duodenumda 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

3x10° GABA inkiibasyonunda DUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
142,33+4,47 131,33+5,54° 135,33+4,19°
DMSO 90,005 90,05 %0,5
146,5+3,71 144,83:+4,6° 137,67+4,22
FLURALANER 10 10° 10
136,67+2,75 105+8.01° 38,5+6,83°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*>Ayni siitunda
farkl1 harf tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir. 105,10 M fluralaner derisimleri uygulamasmin,
% 0,05, % 0,5 DMSO uygulamas1 ve 2. sapontan, 3. sapontan kasilma arasmda (105, 10 M fluralaner
derisimleri i¢in p<0,001) 6nemlilik vardir.
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Cizelge 3.11. DMSO ve Fluralanerin 10, 10°ve 10* M derisimlerinin 3x10° M
GABA inkiibasyonu altinda jejunumda 5 dakikadaki frekans sayilariin ortalamasi

3x10° GABA inkiibasyonunda JEJUNUM

SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Uciincii 5 dk.
136,14+2,57 139,86+1,9° 132+2,832
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
138,71+2,38 138,43+3,22° 137,86+3,6°
FLURALANER 10° 10° 10
139+2,65 114,29+3,36 52,29+7,59°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 7.2>Ayni siitunda
farkli harf tagtyan gruplar arasindaki fark dnemlidir. 105, 10 M fluralaner derisimleri uygulamasmin,
% 0,05, % 0,5 DMSO uygulamasi ve 2. sapontan, 3. sapontan kasilma arasinda (105, 10 M fluralaner
derisimleri igin p<0,001) 6nemlilik vardir.

Cizelge 3.12. DMSO ve Fluralanerin10®, 10° ve 10*M derisimlerinin 3x10°M
GABA inkiibasyonu altinda ileuma 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

3x10° GABA inkiibasyonunda ILEUM

SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
124,243,71 128,842,132 130,2+1,62°
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
130,4+3,31 122,6+4,022 121,242,352
FLURALANER 10°° 10 10
110,4+12,40 72£19,40° 48+17,10°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 7.**Ayni siitunda
farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark onemlidir. 10-°, 10 M fluralaner derisimleri uygulamasinin,
% 0,05, % 0,5 DMSO uygulamasi ve 2. sapontan, 3. sapontan kasilma arasinda (10°, 10 M fluralaner
derigimleri i¢in p<0,001) 6nemlilik vardir.

Yapilan ikinci deneyde GABA kullanilmadi. Tiim dokularadonce 80 mM KCI ile
kastirildiktan sonra spontan kasilmalar, % 0,005 % 0,05, % 0,5 DMSO uygulamasi ile
fluralanerin10® M, 10° M ve 10* M derisimleriuygulamasi karsilastirildi.

KCI kasilmasinin cevab1 100 kabul edilip, elde edilen verilerin ortalama + standart
hata (SH)’lar1 doudenumda Cizelge 3.13.’de, jejunumda Cizelge 3.14.’de ve ileumda
Cizelge 3.15.’de sunulmustur. Yapilan istatistiklerde duodenumda fluralanerin 10 M
derisimi uygulamasi,% 0,5 DMSO uygulamasi ve 3. Spontan kasilmalar (hepsi)
arasinda 6nemlilik bulundu (hepsi i¢in p=0,028). Jejunumda fluralanerin 10° M
derisimi uygulamas: ile % 0,005 DMSO arasinda (p=0,028), 10° M derisimi
uygulamasinm % 0,05 DMSO ile (p=0,028) spontan kasilma arasinda (p=0,028), 10
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M derisimi uygulamasinin Sekil 3.11. ve Sekil 3.12.’de sunuldugu gibi % 0,5 DMSO
ile (p=0,001) spontan kasilma arasinda (p=0,036) arasinda 6nemlilik bulundu. ileum
da ise sadece fluralanerin 10° M derisiminin spontan kasilmayla arasinda (p=0,043)
ve % 0,05 DMSO uygulamasi ve yine spontan kasilma arasinda (p=0,028) 6nemlilik

bulundu.

Cizelge 3.13. DMSO ve fluralanerin 10, 10 ve 10 M derisim olarak duodenum %
tizerine etkisi

DUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Uciincii 5 dk.
24,57+6,99 22,17+6,94 26,37+6,16°
DMSO 90,005 960,05 %0,5
24,85+6,99 19,5+5,92 18,54+5,86°
FLURALANER 10° 10° 10*
17,21+3,87 11,69+4,47 8,39+44,37¢

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 6.*>°Ayni siitunda
farkl1 harf tagtyan gruplar arasindaki fark énemlildir. 10 M fluralaner derisimi, 3. sapontan kasilma, %
0,5 DMSO uygulamasi aralarinda (hepsinin birbiriyle arasinda) énemlilik vardir. (tiim uygulamalarda

farklilik vardir ve tiim uygulamalar arasinda p= 0,028).

Cizelge 3.14. DMSO ve fluralanerin 10, 10 ve 10* M derisim olarak jejunum %
kasilmalari iizerine etkisi

JEJUNUM
SPONTAN KASILMA ik 5 dk. ikinci 5 dk. Uciincii 5 dk.
29,49+6,98% 26,136,222 25,02+6,59?
DMSO 90,005 960,05 %0,5
32,49+7,26% 29,115,732 23,16+3,42
FLURALANER 10 10° 10
19,41+5,60° 9,18+2,14 4,6+2,14°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullamlan hayvan sayisi (n): 6.*° Ay siitunda
farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark énemlildir. 10%M fluralaner derisimi %0,005 DMSO ile
arasinda (p=0,028), 10" M fluralaner derisimi hem 2. sapontan kasilma (p=0,028) hemde % 0,05 DMSO
uygulamasi (p=0,028) arasinda,10* M fluralaner derisimi hem 3. sapontan kasilma (p=0,036) hemde %
0,5 DMSO uygulamasi (p=0,001) arasinda 6nemlilik vardir.
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Cizelge 3.15. DMSO ve fluralanerin 10, 10 ve 10* M derisim olarak ileum%
kasilmalari tizerine etkisi

iLEUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
21,85+3,61 22,00+3,26° 19,35+2,96
DMSO 960,005 %0,05 %0,5
19,77+4,84 16,28+3,56° 15,71+5,69
FLURALANER 10° 10° 10
17,88+5,52 11,11+4,4° 7,38+3,70

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*°Ayni siitunda
farkli harf tagtyan gruplar arasindaki fark énemlildir. 10> M fluralaner derisimi ile 2. spontan kasilma
arasinda (p=0,043), %0,05 DMSO uygulamasi ile 2. spontan kasilma arasinda (p=0,028) ile
arasindaarasinda 6nemlilik vardir.

I e 1) P 1F) e

3000 mg +

2000 mg

1000 mg

5.dakika 10.dakika 15.dakika 20.dakika

Sekil 3.11. Jejunumal0,10° ve 10* M fluralaner uygulamasi

%0,005 DMSO #0.05DMS0 %03 DMSO

5.dakika 10.dakika 15.dakika

Sekil 3.12. Jejunuma DMSO’nun farkli derisimleri uygulamasi
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Ayn1 deneyde fluralanerin dokulara tek basina etkisi ve 3x 10 M GABA inkiibasyonu
altindaki etkileri karsilastirilacakti. Fakat dokular fluralanerin en yogun derisimi olan
10* M derisimine maruz birakildiktan sonra troyde ¢ozeltisi siirekli degistirilmense
ragmen higbir zaman eski spontan kasilmalarina geri donmediler. Bu sebepten dolay1
hesaplanmalarin dogru cevap vermeyecegi diisiiniilerek fluralanerin dokulara tek
basina etkisi ve 3x 10° M GABA inkiibasyonu altindaki etkileri ayn1 deneyde bagimli
olarak arastirilmadi. Ama fluralanerin  10%, 10° 10*% M derisimi GABA
inkiibasyonuyla yapilan birinci deneyde ve GABA kullanmaksizin yapilan ikinci
deneyde elde edilen sonuglar karsilastirildi. Yapilan istatistiklerde fluranerin higbir
derisiminde hi¢bir dokuda fark bulunamadi (p>0,05).

GABA kullanmadan yapilan ikinci deneyde frekans Olgiimleri yapildi. Bagirsak
boliimlerinde (duodenum, jejunum, ileum) spontan olusan frekanslar, DMSO’nun
degisik derisimdeki frekanslar: ve fluralanerin 10%,10°,10* M derisiminde olusan
frekanslar1 5 dakika/frekans olacak sekilde sayilarak karsilastirildi. Fluranerin 104 M
derisimi bagirsak frekans sayilarmi biitiin dokularda olduk¢a disiirdiigii goriildd.
Yapilan istatistiklerde fluranerin 10* M derisimihem spontan kasilmalarda olusan
frekanslara hemde DMSO uygulamasi altinda olusan frekanlara gore frekans sayilarini
Sekil 3.13. de sunuldugu gibi 6nemli derecede diisiirdiigii gortildii ve oldukga dnemli

bulundu (duodenum p=0,005, jejunumda p<0,001 ve ileumda p<0,001).

Elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 duodenumda Cizelge 3.16°da,

jejunumda Cizelge 3.17°de ve ileumda ise Cizelge 3.18’de sunulmustur.
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2.dakika 3.dakika 4 dakika

Sekil 3.13. Fluralanerin 10 M derisimin duodenum (A), jejunum (B) ve ileum (C)
dokularinin frekanslar1 tizerine etkisi
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Cizelge 3.16. DMSO ve fluralanerin 10, 10 ve 10* M derisimlerinin
duodenumdaki ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

DUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
150,33+2,94 155,67+3,53 150,17+3,31°
DMSO 90,005 %0,05 %0,5
156,17+3,53 156,33+2,6 155,67+2,8?
FLURALANER 10° 10° 10
164,17+1,51 164+1,98 109,83+9,57"

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*°Ayn1 siitunda
farkli harf tagtyan gruplar arasindaki fark énemlildir. 10* M fluralaner derisimi ile 3. spontan kasilma
arasinda (p=0,005) ve %0,5 DMSO uygulamasi arasinda (p=0,005) 6nemlilik vardir.

Cizelge 3.17. DMSO ve fluralanerin 10, 10° ve 10*M derisimlerinin jejunumdaki
ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

JEJUNUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
146+2,25 144,83+2,57 139,1742,6°
DMSO 90,005 90,05 %0,5
146,67+1,69 143,67+1,99 144+1,75°
FLURALANER 10 10° 10"
147+1,55 133,33+3,28 52,5+3,13°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*° Ay siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlildir. 10 M fluralaner derisimi ile 3. spontan kasilma
arasinda (p<0,001) ve %0,5 DMSO uygulamasi arasinda (p<0,001) 6nemlilik vardir.

Cizelge 3.18. DMSO ve fluralanerin 10, 10°ve10* M derisimlerinin ileumdaki
ortalama 5 dakikadaki frekans say1 larinin ortalamasi

iLEUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
126,17+2,44 134,67+1,76 133,5+4.012
DMSO %0,005 %0,05 %0,5
130,17+2,24 123,67+1,41 127+1,75°
FLURALANER 10° 10° 10"
122,67+1,98 133,33+2.11 63,67+2,38"

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*°Ayni siitunda
farkl1 harf tasiyan gruplar arasindaki fark 6nemlildir. 10 M fluralaner derisimi ile 3. spontan kasilma
arasinda (p<0,001) ve %0,5 DMSO uygulamasi arasinda (p<0,001) 6nemlilik vardir.
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Yapilan bir diger frekans testide GABA protokoliinde uygulan birinci deney ve ikinci
deneyde (GABA inkiibayonu olan ve GABA kullanilmayan) fluralanerin 10, 10°ve
10*M derisimlerinin uygulandig dokular arsinda 5 dakika/frekans degerleri sayilarak
karsilastirildi. Elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 tablo 3.13.’de
sunulmus olup yapilan bagimsiz ikili istatistiki analizlerde iseGABA inkiibasyonu
altindaki fluralanerin duodenumda 107, 10°ve 10 M derisimlerinin (10°M p= 0,003,
10°M p=0,003,10* M p= 0,001), jejunumda 10 ve 10> M derisimlerinin (10° M p=
0,001, 10° M p= 0,007), ileumda ise sadece 10° M derisiminin (p=0,006) frekans

sayilarii 6nemli 6l¢iide azalttig1 goriildi.

Cizelge 3.19. Fluralanerin 10, 10°ve 10* M derisimlerinin spontan kasilmalara ve
3x10°M GABA ile inkiibe edilen dokulardaki duodenum, jejunum ve ileumdaki
ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

10 M fluralaner 105 M fluralaner 10* M fluralaner
Spontan kasilma 167,5+1,7* 165+1,29* 120,83+£13,31*
Duodenum

GABA ink. 136,66+2,75* 105+8* 38,5+6,83*

Spontan kasilma 145,83+0,83* 130,83+3,74* 59,33+0,88
Jejunum

GABA ink. 139+7,00* 114,28+3,36* 52,28+7,58

Spontan kasilma 120+00 116,66+1,66* 62,83+1,92
ileum
GABA ink. 110+12,37 72+19,4* 48+17,13

Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Kullanilan hayvan sayis1 * Ayni dokulardaki
ayni siitundaki ikili karsilastirmada onemlilikleri ifade eder.(duodenum n=12, 10 M p= 0,003, 10°M
p= 0,003, 10* M p= 0,001, jejunum n=13,10°M p= 0,001, 105 M p= 0,007 ve ileum n=11, 10° M
p=0,006).

3.4. Dordiincii Protokol: Fluralanerin Bagirsak Boliimlerinde
(Duodenum, Jejunum, ileum) Asetilkolin ile Beraber Etkisinin

Ol¢iilmesi

Dokularin DMSO ve fluralanerin 10° M inkiibasyonu altinda Ak nin 10°,108,107,10°
6107°,10%10° M derisimlerinin uygulanmasiyla yapilan deneyin istatistiksel
analizide, Ak’nin duodenumda Sekil 3.14’de sunuldugu gibi 10°M (p=0,024), 10*M
(p=0,025), 102 M (p=0,025) derisimleri arasinda 6nemlilik bulundu. Jejunumda
uygulanan Ak’nin Sekil 3.15°de sunuldugu gibi higbir derisiminde herhangi bir
onemlilik bulunamadi (p>0,05). Ileumda ise Ak’nin Sekil 3.16’da sunuldugu gibi 10"
8M(p=0,033)derisiminde farklilik bulundu. KCl kasilmasinin cevabi 100 kabul edilip,

elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 Cizelge 3.20.’de sunulmustur.
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Dokular DMSO ve fluralanerin 10*M inkiibasyonu altinda Ak’nin 10°,108,107,10°
©10°,10%10° M derisimlerinin uygulanmasiyla yapilan deneyin istatistiksel
analizide, Ak’nin duodenumda 10® M (p<0,001), 10* M (p=0,025) derisiminde,
jejunumda uygulanan Ak’nin 10 M (p=0,023) 10" M (p=0,028) 10* M (p=0,028) ve
ileumda ise Ak’nin 10° M (p=0,037) 10° M (p=0,014) 10* M (p=0,003) 103 M
(p=0,045) derisiminde énemlilik bulundu. KCI kasilmasinin cevabi 100 kabul edilip,

elde edilen verilerin ortalama =+ standart hata (SH)’lar1 Cizelge 3.21.’de sunulmustur.

Ak ile yapilan ti¢iincii deneyde ise sadece spontan kasilmalar, 5 ul DMSO ve 50 pl
DMSO ile inkiibe edilen dokulara Ak’nin 10,108 107,10°10°10%10° M
derisimleri uygulanarak Ak’nin dokulardaki kasma etkileri karsilagtirildi. Yapilan
istatiski analizlerde duodenuma uygulanan Ak’nin 10° M derisiminde 5011DMSO
inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,043) ve 50 p1 DMSO inkiibasyonu ile
5 ul DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043), Ak’nin 10" M derisiminde 50 u1 DMSO
inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,002) ve 50 u1 DMSO inkiibasyonu ile
5 ul DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043), Ak’nin 10° M derisiminde 50 u1 DMSO
inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,043) ve 50u1DMSO inkiibasyonu ile
5 ul DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043), Ak’nin 10* M derisiminde 5 u1 DMSO
inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,043), arasinda 6nemlilik bulundu. KCI
kasilmasinin cevab1 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata
(SH)’lar1 Cizelge 3.22.’de sunulmustur. Jejunuma uygulanan Ak’nin 10° M
derigsiminde 501 DMSO inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,043) ve 50
nl DMSO inkiibasyonu ile 5 ul DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043), 10° M
derisiminde 50 n1 DMSO inkiibasyonu ile spontan kasilma arasinda (p=0,043), 10°M
derisiminde spontan kasilma ile 50 ul DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043),
spontan kasilma ile 5 p1 DMSO inkiibasyonu arasinda (p=0,043) énemlilik bulundu.
KCl kasilmasinin cevabi 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata
(SH)’lar1 Cizelge 3.23.’de sunulmustur. ileumda ise Ak’nin hicbir derisiminde
onemlilik bulunamadi (p>0,05). KCl kasilmasinin cevabi 100 kabul edilip elde edilen

verilerin ortalama =+ standart hata (SH)’lar1 Cizelge 3.24.’de sunulmustur.
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Cizelge 3.20. DMSO ve 10 M fluralaner inkiibasyonunda Ak’nin 10°,10%,107,10-
610%,10*ve 10 M derisimlerinin duodenum, jejunum ve ileum % kasilmalar
tizerine etkisi

Ak DUODENUM JEJENUM iLEUM
DERIiSiMi

M 10°® DMSO 10° DMSO 10° DMSO

fluralaner fluralaner fluralaner

10° 19,53+6,78 29,97+8,61 14,86+ 2,10 23,30+2,55 16,09+4,73 10,58+3,18

108 22,33+7,54 29,24+8,99 19,14+2,22 36,34+8,61 21,03+4,60* 12,07+3,84*

107 40,2+15,70 57,8+23,40 35,40+8,79 55,7+£16,00 27,49+7,09 29,76+9,42

108 70,9+25,00 89,5+ 27,3 68,40+ 13,20 89,5+ 27,30 51,4+11,3 48,2+12,2

10 73,4+£27,80* 89,4+28,70* 97,80+ 20,10 110,6+25,10 79,3+ 18,5 92,7+12,4

10 70,1+£24,0%* 93,14+26,80* 97,00+14,00 105,1+22,80 71,31+9,97 85,9+16,1

103 69,9+25,80* 103,2+18,10* 86,5+13,60 112,3+19,20 78,4+14,3 98+15,50

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Kullanilan hayvan sayis1 * Ayni dokulardaki
ayn1 satirdakiikili karsilagtirma dnemlilikleri ifade eder. Duodenum n=4, 10°M p= 0,024, 10*M p=
0,025, 10-*M p= 0,025, jejunum n=4, p>0,05 ve ileum n=4, 10 M p=0,033.
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Sekil 3.14. Fluralanerin 10°M inkiibasyonunda Ak’nin 10°,10%,107,10%,10°,10*
M derisimlerinin duodenum tizerindeki kasilma etkisi
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Sekil 3.15. Fluralanerin 10 M inkiibasyonunda Ak’nin 10°,10%,107,10,10°,10“ M
derigimlerinin jejunum tizerindeki kasilma etkisi
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Sekil 3.16. Fluralanerin 10° M inkiibasyonunda Ak’nin 10°,10%,107,10°,10°,10* M
derisimlerininileum tizerindeki kasilma etkisi

Cizelge 3.21. DMSO ve 10*M fluralaner inkiibasyonunda Ak’nin 10°,10%,107,10
€10°,10*ve 103 M derisimlerinin duodenum, jejunum ve ileum % kasilmalar
uizerine etkisi

Ak DERIiSIiM DUODENUM JEJENUM iLEUM
M 10+ DMSO 10* DMSO 10+ DMSO
fluralaner fluralaner fluralaner
10° 19,3+10,3 25,37+£7,23 10,73+2,73 25,9+11,0 16,31£2,0 17,10+£2,93
108 15,81+6,04 24,80+4,32 20,49+6,25 27,9+ 11,4 18,57+3,58 26,72+5,31
107 22,72+4,36 31,78+6,18 18,82+6,15 46,7+20,5 20,77+4,48 28,12+4,79
106 23,61£5,90 50,17+6,75* 29,3£11,2* 83,1+32,0* 24,3442,79* 53,6+10,3*
*
10° 40,20+8,35 61,85+9,00 38,7+11,8* 121,7+36,6* 29,59+5,04* 71,1£10,6*
10* 45,67+7,07 62,00+9,05 41,2+10,7* 115,3+£32,6* 38,48+4,70* 90,5+12,9*
103 60,0+12,9 70,97+7,99 69,474+9,76 112,1£25,3 59,61+£8,24* 90,0+£11,3*

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Kullanilan hayvan sayis1 * Ayni dokulardaki
ayn satirdaki ikili karsilastirma dnemlilikleri ifade eder. Duodenum n=6, 10 M p<0,001, jejunum n=6,
10 M p=0,023, 10°° M p=0,028, 10* M p=0,028, ileum n=6, 10 M p=0,037, 10° M p=0,014, 10* M
p=0,003, 103 M p=0,045.
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Cizelge 3.22. Spontan kasilma, 5 ul DMSO ve 50 ul DMSO inkiibasyonu iizerine
Ak’nin 10°,10%,107,10%,10°,10% ve 10°M derisimlerinin duodenum % kasilmalar

tizerine etkisi

DUODENUM

Ak (M) SPONTAN KASILMA 5 pl DMSO 50 pl DMSO
10° 33,46+7,30° 52,0+20,50° 9,57+5,69
10° 49,79+10,88 48,98+17,25 19,09+7,72
107 69,46+12,59° 62,18+16,97° 30,04+7,27°
10° 97,94+10,15? 74,18+7,05° 56,53+8,93"
10° 113,13+7,32% 88,67+8,29° 81,45+8,35"
10+ 121,40+6,94° 103,75+9,09° 95,19+8,94%
10 117,55+11,32 101,85+8,14 92,17+10,96

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 5.*°Ayni1 satirda
farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark énemlildir. Ak’ nin 10°M derisiminde 50 pl DMSOile spontan
kasilma arasinda (p=0,043), 50 ul DMSO ile 5 ul DMSO arasinda (p=0,043), Ak’nin 107 M derisiminde
50 wl DMSO ile spontan kasilma arasinda (p=0,002), 50 ul DMSO ile 5 ul DMSO arasinda (p=0,032),
Ak’nin 10% M derisiminde 50 ul DMSO ile spontan kasilma arasmda (p=0,043), 50 ul DMSO ile 5 ul
DMSO arasinda (p=0,043), Ak’nin 10° M derisiminde spontan kasilma ile 5 ul DMSO arasinda
(p=0,043) ve spontan kasilma ile 50 pl DMSO arasinda (p=0,043), Ak’nin 10*M derisiminde spontan
kasilma ile 5 pl DMSO arasinda (p=0,043) o6nemlilik vardir.

Cizelge 3.23. Spontan kasilma, 5 ul DMSO ve 50 ul DMSO inkiibasyonu tizerine
Ak’nin 10°,108,107,10°,10°,10“ ve 103 M derisimlerinin jejunum % kasilmalar
uizerine etkisi

JEJUNUM

Ak (M) SPONTAN KASILMA 5 nl DMSO 50 pl DMSO
10° 14,32+3,91% 34,65+12,14% 7,33+1,04°
10® 24,16+6,47 49,68+19,79 13,95+4,27
107 64,04+17,62 48,81+15,32 27,82+5,50
10°® 92,37+16,08% 73,64+10,83* 63,78+12,93"
10 101,48+17,62 87,54+7,14 75,40+£9,99
10* 118,77+28,53 83,2649,42 77,31+11,88
10 106,60+17,11% 79,57+8,60° 91,25+18,47°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 5.*°Ayni1 satirda
farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark énemlildir. Ak’nin 10° M derisiminde 50 pl DMSO ile
spontan kasilma arasinda (p=0,043), 50 ul DMSO ile 5 ul DMSO arasinda (p=0,043), Ak’nin 10°M
derisiminde 50 ul DMSO ile spontan kasilma arasinda (p=0,043), Ak’nin 10*M derisiminde spontan
kasilma ile 5 pl DMSO arasinda (p=0,043) ve spontan kasilma ile 50 pl DMSO arasinda (p=0,043),
onemlilik vardir.
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Cizelge 3.24.Spontan kasilma, 5 ul DMSO, ve 50 ul DMSO inkiibasyonu iizerine
Ak’nin 10°,10%,107,10%,10°,10%ve 10° M derisimlerinin ileum % kasilmalar
uizerine etkisi

ILEUM

Ak (M) SPONTAN KASILMA 5 ul DMSO 50 pl DMSO
10° 24,72+6,74 33,19+11,14 16,69+3,85
10° 28,30+2,61 40,76+14,12 46,26+22.66
107 36,36+7,00 49,92+13,14 55,95+17,23
10° 63,38+7,80 64,97+10,51 56,33+9,41
10° 85,49:+13,60 73,57+12,33 73,61+10,52
10 121,61+13,98 98,13+13,29 73,05+£9,96
10° 113,04+14,13 100,55+14,97 84,05+11,29

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 5, p>0,05.

3.5. Besinci  Protokol:  Fluralaner Bagirsak  Boliimlerinde
(Duodenum, Jejunum, Ileum) Serotonin ile Beraber Etkisinin

Olciilmesi

Fluralanerin 10° M derisimi ve fluralaner gibi derisimi hazirlanan DMSO ile ayr1 ayr1
inkiibe edilerek dokularin {izerine serotoninin 3x10°8, 107, 3x1077, 10, 3x10¢, 107 ve
3x10° M derisimleri duodenuma Sekil 3.17.’da, jejunuma Sekil 3.18.’de ve ileuma
Sekil 3.19.°de belirtildigi gibi uygulanip, dokulardaki kasilma farklari arastirildi.
Yapilan istatistiksel analizlerde duodenumda fluralaner inkiibasyonunda serotoninin
DMSO inkiibasyonu arasinda 107 M (p=0,040), 10® M derisimlerinde (p=0,007)
onemlilik vardir. Jejunumda serotoninin hig¢ bir derisiminde onemlilik goériilmedi
(p>0,05). Ileumda ise fluralaner inkiibasyonunda serotoninin DMSO inkiibasyonu
arasinda 3x10° M (p=0,049), 10°M derisimlerinde (p=0,043) &nemlilik vardir. KCI
kasilmasimin cevabi1 100 kabul edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata
(SH)’lar1 duodenum igin Cizelge 3.25.’da, jejunum i¢in Cizelge 3.26.’da ve ileum igin

Cizelge 3.27.’de sunulmustur.
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Sekil 3.17. Fluralaner 105 M inkiibasyonunda serotoninin 3x108, 107, 3x107, 10°¢,
3x10%, 10° ve 3x10° M derisimlerininduodenumakasilma etkisi
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Sekil 3.18. Fluralaner 10° M inkiibasyonunda serotoninin 3x10¢, 107, 3x107, 10°°,
3x10°, 10°° ve 3x10° M derisimlerininjejunumakasilma etkisi
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Sekil 3.19. Fluralaner 10° M inkiibasyonunda serotoninin 3x108, 107, 3x107, 10°°,
3x10°, 10° ve 3x10° M derisimlerininileuma kasilma etkisi
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Cizelge 3.25. DMSO’nun ve fluralanerin 10~ M inkiibasyonunda serotoninin 3x107®,
107, 3x107, 10, 3x10°®, 10 ve 3x10° M derisimlerinin duodenumda % olarak
kasilmalar1 iizerine etkisi

DUODENUM
Serotonin (M) 3x10°® 107 3x107 10 3x10° 10° 3x10°
Spontan b b
Kasil 28,67+8,20 | 32,26+8,75% 30,49+8,68 | 43,36+9,72%° | 42,68+12,37 | 56,46£15,28 | 57,79+13,97
asiuma
DMSO
ink 29,56+8,56  39,68+8,77*°  39,90+9,31 48,90+9,51*  57,94£11,91 67,26x16,54 78,57+19,00
nkK.
10°
Fluralaner 22,98+10,52 | 25,01+10,19° | 34,12+12,63 | 32,75+10,59° | 39,38+11,10 | 49,86+16,23 | 61,42+17,73
ink.

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.2°Ayn siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark onemlidir. Serotonin uygulamasinin fluralaner ve DMSO
inkiibasyonu arasinda 107 M (p=0,040), 10 M derisimlerinde (p=0,007) énemlilik vardr.

Cizelge 3.26. DMSO’nun ve fluralanerin 10> M inkiibasyonunda serotoninin 3x107®,

107, 3x107, 10, 3x10°®, 10 ve 3x10° M derisimlerinin jejunuma % olarak
kasilmalari tizerine etkisi

JEJUNUM
Serotonin (M) 3x10°® 107 3x107 10 3x10° 10 3x10°
Spontan
9,60+2,41 15,35+3,01 | 18,70+4,12 | 22,03+£3,98 | 23,32+2,26 26,41+3,88% 34,81+4,90
kasilma
DMSO "
ink 20,1745,22  22,01+4,69  23,85+7,11  30,17+7,53  29,07+5,42 44,15+6,07 53,96+10,53
nk.
10°
Fluralaner 21,16+7,88 | 18,43+£6,63 | 19,016,15 | 21,79+6,21 | 20,32+6,48 49,87£16,23% | 29,30+8,30
ink.

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 6. p>0,05.

Cizelge 3.27. DMSO’nun ve fluralanerin 10~° M inkiibasyonunda serotoninin 3x107®,
107, 3x107, 10, 3x10®, 10° ve 3x10° M derisimlerinin ileuma % olarak
kasilmalari iizerine etkisi

Serotonin
(M)

3x108

107

iLEUM

3x107

10°®

3x10®

10°

3x10°

Spontan

kasilma

21,78+6,86

21,86+6,84

21,34+6,66

18,58+4,83

22,8245,03%®

29,87+10,22°
b

31,19+10,14

DMSO
ink.

14,60+3,55

26,32+8,86

28,38+7,61

27,78+6,69

32,48+7,32°2

44,86+7,93°%

49,3547,42

10°
Fluralaner
ink.

18,62+5,88

25,07+7,69

25,70+9,02

25,3248,05

27,44+8,26°

33,35+9,04°

38,39+11,06

Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*°Ayni siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir. Serotonin uygulamasimin fluralaner ve DMSO
inkiibasyonu arasmda 3x10%M (p=0,049), 10°M derisimlerinde (p=0,043) énemlilik vardir.
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3.6. Altinct1  Protokol: Fluralanerin  Bagirsak  Boéliimlerinde
(Duodenum, Jejunum, Ileum) Bikukulin ile Beraber Etkisinin

Olciilmesi

3x10% M bikukulin ile inkiibe edilen dokulardaki DMSO ve fluralanerin 10, 10
vel0* M uygulamalar1 duodenumda Sekil 3.20°de, jejunumda Sekil 3.21°de ve
ileumda Sekil 3.22°de sunuldugu gibi uygulandi. KCI kasilmasinin cevabi 100 kabul
edilip elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 duodenum i¢in Cizelge
3.28.’de, jejunum igin Cizelge 3.29.’da ve ileum i¢in Cizelge 3.30.’da sunulmustur.
Yapilan istatistiksel oOl¢iimlerde duodenum ve jejunumada derisimler arasinda
onemlilik bulunamads, fakat ileuma uygulanan fluralanerin 10 M lik derisimi ile hem

spontan kasilma hemde %0,5 DMSO uygulamasi arasinda Onemlilik bulundu

(p=0,016).

Yapilan diger bir deneyde ise fluralanerin 10°,10° ve 10* M derisimlerinin bikukulin
3x10° inkiibasyonu ve DMSO 3x107 inkiibasyonundaki farklar1 arastirilacakti fakat
tiim dokular fluralanerin en yogun derisimi olan 10* M derisimine maruz kaldiktan
sonra defalarca ¢ozeltileri degistirilmesine ragmendolukar higbir zaman eski spontan
kasilmalarina geri donmediler bu sebeple deneyde yapilan 6lgiimlerin saglikli sonug

vermeyecegini diisiiniilerek bu deneyin hesaplamalarindan vazgegildi.
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Sekil 3.20. 3x10°® M bikukulin inkiibayonundaki fluralanerin 10,10 ve 10* M
derisimlerinin duodenum tizerindeki kasilma etkisi
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Sekil 3.21. 3x10° M bikukulin inkiibayonundaki fluralanerin 10,10° ve 10* M
derigimlerinin jejunum iizerindeki kasilma etkisi
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Sekil 3.22.3x10° M bikukulin inkiibayonundaki fluralanerin 10°,10°ve 10*M
derisimlerinin ileum {izerindeki kasilma etkisi

Cizelge 3.28. DMSO ve fluralanerin 10, 10-°ve 10 M derisimlerinin 3x10° M
bikukulin inkiibasyonu altinda duodenum % kasilmalari iizerine etkisi

3x10°® bikukulin inkiibasyonunda DUODENUM

SPONTAN KASILMA ik 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
44,40+ 6,24 41,37+ 6,74 44,13+ 6,85
DMSO 900,005 900,05 90,5
42,64+ 8,61 36,73+6,88 40,99+6,39
FLURALANER 10° 10° 10*
39,07+ 8,34 30,62+ 9,19 26,8+ 10,2

Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6. p>0,05.

59




Cizelge 3.29. DMSO ve fluralanerin 10, 10°ve 10* M derisimlerinin 3x10°% M
bikukulin inkiibasyonu altinda jejunum % kasilmalari iizerine etkisi

3x10®bikukulin inkiibasyonunda JEJUNUM

SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
52,5+11,4 46,50+ 9,83 51,9+ 10,6
DMSO %0,005 90,05 %0,5
44,88+ 9,26 40,98+ 7,90 44,44+ 755
FLURALANER 10 10° 10
42,44+ 9,85 40,8+ 12,1 30,0+10,5

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6. p>0,05.

Cizelge 3.30. DMSO ve fluralanerin 10, 10°ve 10* M, derisimlerinin 3x10°M
bikukulin inkiibasyonu altinda ileum % kasilmalari iizerine etkisi

3x10®bikukulin inkiibasyonunda iILEUM

SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
27,13+ 2,39 30,48+ 5,63 30,85+ 5,83?
DMSO 90,005 90,05 %0,5
29,78+ 4,12 28,98+ 3,62 28,30+ 3,36
FLURALANER 10 10° 10
24,27+ 5,86 20,90+ 6,51 11,03+5,46°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullamlan hayvan sayisi (n): 6.*° Ay siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir. Fluralanerin 10* M derisiminin hem 3. spontan
kasilma hemde %0,5 DMSO uygulamasi arasinda arasinda (iki uygulama i¢in p=0,016) 6nemlilik
vardir.

Daha sonra bikukulin deneyinde GABA protokol deneyinde oldugu gibi frekans

hesaplamalar1 yapildi.

Yapilan 3x10°® M bikukulin ile inkiibe edilmis deneyde dokularm 6nce spontan
kasilmalardaki frekanslari, sonra DMSO uygulamasi sonrasi ve fluralanerin 10,10
°10* M derisimlerimleri uygulamas: sonrasi frekanslar 5 dakika/frekans olacak
sekilde ol¢limii yapilarak karsilagtirildi. Elde edilen verilerin ortalama + standart hata
(SH)’lar duodenum i¢in Cizelge 3.31.’da, jejunum i¢in Cizelge 3.32.’da ve ileum igin
Cizelge 3.33.’da sunulmus olup yapilan istatiski sonuglarda fluralanerin sadece 10 M
derisimininSekil 3.23’de sunuldugu gibi biitiin bagirsak boliimlerinde hem spontan
kasilmaya gore hemde DMSO inkiibasyonundaki kasilmaya gore frekans dl¢timlerini

diistirdiigii goriildii (tiim dokular i¢in p<0,001).
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Sekil 3.23. Fluralanerin 10*M derisiminin 3 x 10° M bikukulin inkiibasyonu altinda
daduodenum (A), jejunum (B) ve ileum (C) frekanslar1 tizerine etkisi

Cizelge 3.31. DMSO ve fluralanerin 3x10® M bikukulin inkiibasyonu altinda 10°®,
10°ve 10* M, derisimlerinin duodenumda ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin

ortalamasi
3x10®bikukulin inkiibasyonunda DUODENUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
137,33+1,17 138+1,67 135,5+1,412
DMSO 90,005 90,05 %0,5
137,5+1,48 136,33+1,76 136,67+0,98°
FLURALANER 10° 10 10*
137+1,13 137,67+1,31 55,83+3,10°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.*°Ayni siitunda
farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir. Fluralanerin 10 M derisiminin hem %0,5 M-
DMSO ile hem de 3. spontan kasilma arasinda (p<0,001) 6nemlilik vardir.

Cizelge 3.32.DMSO ve fluralanerin 3x10® M bikukulin inkiibasyonu altinda 10, 10"
®ve 10* M, derisimlerinin jejunumda ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarmimn
ortalamast

3x10®bikukulin inkiibasyonunda JEJUNUM

SPONTAN KASILMA

DMSO

FLURALANER

ilk 5 dk. ikinci 5 dk.
134,67+1,76 135,83+1,82
90,005 %0,05
133+0,894 136,17+1,33
10 10°
134,33+2,11 134,33+1,31

Uciincii 5 dk.
137,83+1,56°
%0,5
131,67+1,86%
10*
77+2,96°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayis1 (n): 6.%°Ayn siitunda
farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark énemlidir. Fluralanerin 10* M derisiminin hem %0,5 M-
DMSO ile hem de 3. spontan kasilma arasinda (p<0,001) dnemlilik vardir.
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Cizelge 3.33. DMSO ve fluralanerin 3x10°M bikukulin inkiibasyonu altinda 106, 10°
®ve10™* M, derisimlerinin ileumda ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin

ortalamasi
3x10®bikukulin inkiibasyonunda ILEUM
SPONTAN KASILMA ilk 5 dk. ikinci 5 dk. Ugiincii 5 dk.
134,83+2,1 134,67+3,0 134+0,258?
DMSO %0,005 9%0,05 %0,5
136+2,24 131,5+2,73 130,170,792
FLURALANER 10° 10° 10*
133,67+1,89 131,33+2,74 77,83+2,37°

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. Kullanilan hayvan sayisi (n): 6.*®Ayn1 siitunda
farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark énemlidir. Fluralanerin 104 M derisiminin hem %0,5 M-
DMSO ile hem de 3. spontan kasilma arasinda (p<0,001) énemlilik vardir.

Bu protokolde fluralanerin 10°,10°,10% M derisiminin bikukulin inkiibasyonudaki
verileri ile 3. protokolde GABA kullanmaksizin fluralanerin 10%,10%°10* M

derisiminin verileri bagimsiz ikili gruplar olacak sekilde hesaplandi ve karsilastirildi.

Bunlardan ilki, fluralanerin 105, 10° ve 10* M derisimlerinin uygulandig1 dokularda
olusan kasilma ve gevseme degerleri hesaplanip karsilastirildi. Yapilan bagimsiz ikili

istatistiki analizlerde hi¢bir dokuda 6nemlilik goriilmedi (p>0,05).

Yapilan ikinci testte ise fluralanerin 10, 10° ve 10 M derisimlerinin uygulandig
dokularda olusan frekans sayilar1 5 dakika/frekans olacak sekilde sayilarak
karsilastirildi. Elde edilen verilerin ortalama + standart hata (SH)’lar1 Cizelge 3.34.’de
sunulmus olup yapilan bagimsiz ikili istatistiki analizlerde ise duodenumda
fluralanerin bikukulin inkiibasyonu altinda 10, 10° ve 10 M derisimlerinin (10°M
p=0,003, 10° M p=0,002, 10* M p=0,004), frekanslar1 azalttig1, jejunumda
fluralanerin bikukulin inkiibasyonu altindal0® M derisiminin frekanlar1 azalttig1 ama
10*M derisiminin frekans sayilarini artirdigi, (10° M p=0,001, 10 M p=0,000),
ileumda ise fluralanerin bikukulin inkiibasyonu altindabiitiin derisiminin(10® M p=
0,001, 10°M p= 0,002, 10* M p= 0,001) frekans sayilarin1 artirdig1 goriildii.
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Cizelge 3.34. Fluralanerin 10, 10° ve 10* M derisimlerinin spontan kasilmalara ve
3x10° M bikukulin ile inkiibe edilen dokulardaki duodenum, jejunum ve ileumdaki
ortalama 5 dakikadaki frekans sayilarinin ortalamasi

10% M fluralaner 10 M fluralaner 10 M fluralaner
Spontan kasilma 167,5+1,7* 165+1,29* 120,83+13,31*
Duodenum

Bikukulin ink. 143,33+1,05* 140+00* 55,83+3,10*

Spontan kasilma 145,83+0,83* 130,83+3,74 59,33+0,88*
Jejunum

Bikukulin ink. 130+00* 130+0 75,66+2,15*

Spontan kasilma 120-+00* 116,66+1,66* 62,83+1,92*
ileum
Bikukulin ink. 125+00* 125+00* 77,83+2,37*

Veriler ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir. n: Kullanilan hayvan sayis1 * Ayni dokulardaki
ayn siitundaki ikili karsilastirma énemlilikleri ifade eder. Duodenum igin n=12, 10-°M (p=0,003), 10°
M (p=0,002),10* M (p=0,004), jejunum i¢in n=12, 10°°M(p=0,001), 10* M(p<0,001) ve ileum igin
n=12, 10°M(p=0,001), 10°° M(p= 0,002),10"* M(p= 0,001) derisimlerinde énemlilik vardir.
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4. TARTISMA

Canli i¢in gerekli besinlerin emilip, sindirildigi ve ayn1 zamanda i¢ ve dig ortam
arasinda bir bariyer gorevi gordiigii i¢in ince bagirsak viicut sistemlerinin devamliligi
icin hayati 6neme sahiptir (Mey ve Freund, 2013). Canlilarin yasam1 boyunca, ince
bagirsak ksimlaribasta 1s1k ve gida olmak iizere dis etkenlerden son derece etkilenirler
(Soares, Okada, Ayub ve Gomes, 2009). Gastrointestinal sistemin motilite
bozukluklar1 sistemik hastalifa yol acabildikleri i¢in klinik olarak son derece

onemlidir (Ohama, Hori ve Ozaki, 2007).

Ince bagirsak hareketlerinin disfonksiyonu, kronik karm agrisi, hazimsizlik,
irritabl bagirsak sendromu, kronik intestinal yalanci obstriiksiyon, florada bakteri
sayisinda artisa veya ileus gibi ¢esitli klinik semptomlara veya patolojilere neden
olabilir. Bu nedenle, ince bagirsak motilitesi biiyiik onem tasimaktadir (Wu vd.,
2020).

Ince bagirsak motilitesi calismalari, gastroparezide (midenin tam islevini yerine
getirememesi durumu) ince bagirsak kasilmalari ile semptomlarin siddeti arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir (Maurer, 2015). Tanaka ve Sarr (1988), kopeklerde
duodenektomi olusturdugu bir modellemede, duodenumun gastrik motor
kompleksinin baglatilmasinda ve muhtemelen motilin salinimi ile gastrointestinal
motor aktivitenin koordinasyonunda onemli bir rol oynadigini belirtmislerdir.
Duodenektomi mide motor aktivitesin tamamen disiirmistiir. Sunulan tez
calismasinda fluralanerin motiliteyi azaltmasi gastrointestinal sistemin bu ilagtan
etkilenebilecegini ortaya koymaktadir. Mide-bagirsak hareketlerinde azalma kedi ve
kopeklerde aspirasyon pnomonisi, refluks dsafagit, bakterilerin asir1 tiremesi ve buna
bagl bagirsak mukozasinda lokalize olmasi, ve besinlerin gegisinin gecikmesi gibi

etkiler olusturmaktadir (Whitehead vd., 2016).

Fluralaner genel olarak iyi bir giivenlik profiline sahip ve noérolojik yan etkiler
sadece ¢ok nadir durumlarda meydana gelen kopeklerde yapilan klinik ¢alismalarda
iyi tolere edilmis bir ila¢ olarak kabul edilmektedir. Ancak ilagla ilgili olumsuz

raporlarda bulunmaktadir (Gaens vd., 2019). Soyle ki 2018 yilinda Amerika Birlesik



Devletleri Ilag ve Gida Dairesi (FDA, 2018) tarafindan yayinlanan raporda fluralanerin
yan etkileri kusma, istah azalmasi, ishal, uyusukluk, polidipsi, siskinlik, epilepsi
nobetleri olarak genisletilmistir. Ocak 2013- Ocak 2017 yillart arasinda fluralanerin
kopeklerde yan etkileri FDA tarafindan %2,5 6liim, %3,6 titreme ve sinirsel ataksi,
%43,6 kusma, %9,1 ishal, %11,7 istahsizlik olarak yaymlanmistir. Ayn1 dénemlerde
Avrupa ilag Dairesi (EMA) ise %23,56 6liim, %6,3 titreme ve sinirsel ataksi, %29,37
kusma, %19,86 ishal, %22,29 istahsizlik olarak agiklanmistir (Palmieri vd, 2020).
Sunulan tez calismasinin sonuglarinda fluralanerin &zellikle 10* M derisimde spontan
kasilmalarin frekanslarini azalttigi goriilmekle birlikte sonuglarin in vivo galismalarla

ve kopek gibi hedef hayvanlarda yapilacak ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Fluralaner, fipronil, ivermektin gibi yapisal olarak ‘‘Cys-loop’’ reseptdrleri
smifina ait olan eklembacakli glutamat kapili kloriir kanallarint (GluCls) ve GABA-
kapili kloriir kanallarin1 (GABACIs) inhibe eder fakat fluralaner omurgali
reseptorlerine baglanmada daha diistik ilgi duydugu belirtilmistir (Gaens vd, 2019).
Bu calismada fluralaner 10* M derisimde duodenum, jejunum ve ileum bagirsak
kasilmalarini azaltmistir. Ozellikle olusan frekanslar kaybolmustur. Bu da sadece
eklem bacaklilarda degil baska tiirlerde de fluralanerin etkisi olabilecegini
gostermektedir. Baska tiirlerde yapilacak ya da farkli agonistler ve antagonistlerle

yapilacak calismalarla bu durum daha ayrintili sekilde ortaya konulabilecektir.

Gastro intestinal sistemde GABA reseptorleri lizerine yapilan bir arastirmada
kedi ileumunda GABAA ve GABAB reseptorler bolgeye bagl kasilma ve gevsetici
etkilere sebep olurken kopeklerde tiim ince bagirsak boyunca GABAA ve GABAs
reseptorler kolinerjik sinyal iizerinde uyarici ve gevsetici etkiye sebep olurlar (Auteri
vd.,2015). Sigan duodenumunda M1 muskarinik reseptoriin aktivasyonu, GABA'y1 ve
muhtemelen ATP'yi miyenterik noronlardan salarak gevsemeyi indiikler (Micheletti,

Schiavone ve Giachetti, 1988).

Gasel, Wolf, Noack, Williams ve ilg, (2014) WS-1 hiicreleri kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada fluralanerin sigan WS-1 hiicrelerinde eksprese edilen GABA-CI
iizerine inhibe edici bir etkisi olmadigini gostermislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda
fluralanerin GABA ve bir GABA antagonisti olan bikukulin ile birlikte yapilan
deneylerde fluralanerin bagirsak kasilmalarinin frekanslarini azalttigi goriilmistiir. Bu

farkliligin hiicre hatti ile bagirsak doku farkliliklarindan kaynaklandig diistinilmustiir.
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Bir¢ok mekanizma bagirsak diiz kaslarin gevseme cevabini etkilemektedir.
Gevseme cevabinin sebebi antikolinerjik, antihistaminerjik maddeler ya da adrenerjik,
purinerjik, GABAerjik etki gibi baskici agonistlerin etkisi olabilir (Hejazian, Dashti,
Mahdavi, Qureshi, 2019). Enterik néronlar, diiz kas {iizerindeki ndrotransmitter,

mukoza normal bagirsak fonksiyonunda 6nemli bir rol oynar (Davis vd., 1998).

Insan ve kemirgenlerin bagirsagiin mukozasi, mide antrumundan distal kolona
kadar GABA igerir ve GABA'nin bagirsak duvarindaki bu noral ve endokrin hiicre
lokalizasyonu, 5-hidroksitriptamin (5-HT, serotonin),enkefalin, vazoaktif bagirsak
peptidi (VIP), somatostatin ve ‘‘P’” maddesi gibi diger enterik transmitterlerin bir

ozelligidir (Krantis, 2000).

Sican duodenumunda GABAA reseptor, piirinlerin neden oldugu gevseme, nitrik
oksit (NO) kaynakli gevseme ve vazoaktif peptititinin modiilasyonu, jejunumda
kolinerjik kasilmanin modiilasyonu ve non-adrenerjik, non kolinerjik gevsemeyi,
ileumda ise non-adrenerjik, hem non-kolinerjik hemde kolinerjik noratransmisyon
tizerinde uyaric1 etkiyi saglamaktadir. GABAB reseptor ise sigan jejunumu ve
ileumunda elektirkle uyarilmig kolinerjik kasilmalarda azalma saglamaktadir (Auteri
vd., 2015). Yapilan bir ¢alismada, GABA sican duodenumunda hizli ve gegici
gevseme sagladigl saptanmistir. GABA kaynakli gevseme tetrodotoksin tarafindan
neredeyse tamamen inhibe edildigi, ancak atropinden etkilenmedigi saptanmigtir
(Maggi, Manzini ve Meli, 1984). Yine baska bir arastirmada duodenum, jejunum ve
ileumdan uzunlamasina kas seritlerini, GABA ve bir GABAA reseptorii agonisti olan
muskimolun, duodenum ve jejenumu 6nemli dl¢lide gevsettigini gosterilmistir, ancak
bu kas seritlerinde baklofenin neden oldugu gevseme ihmal edilebilir diizeyde oldugu
goriilmistir. GABA ve muskimolun cesitli bolgelerdeki etkinligi duodenumda
jejunuma ve ileuma goreen fazla olarak goriilmiis ve rekabet¢i bir GABAA reseptorii
antagonisti olan bikukulin ve rekabetci olmayan bir GABAAreseptorii antagonisti olan
pikrotoksin ile antagonize edilmistir. GABA ve muskimol tarafindan indiiklenen
duodenal gevseme, hekzametonyumdan etkilenmedigi, ancak tetrodotoksin tarafindan
onlendigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, GABA'min diiz kasin kontraktilitesini belirgin
bolgesel etkinlik farkiyla inhibe ettigini ve inhibitdr etki bdlgesinin, postgangliyonik
eksitator sinirlerin presinaptik membraninda bulunan GABAA reseptorii oldugunu

gostermektedir (Huh, Kwon, Ha, Lee ve Kim, 1991).
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GABA ve GAD 65 (glutamat dekarboksilazin iki isoformu) siganlarin jejunal
epitelinde olgunlasmaya neden olur ve fonksiyonel bolgede eksprese edilmektedir. Bu
da bize GABA'nin epitel hiicrelerinin farklilagmasinin ve olgunlagsmasinin
diizenlenmesinde rol oynadigimi diisiindiiriir (Wang, Watanabe, Zhu ve Maemura,
2004). Enterik motor noronlarin GABA tarafindan hedeflenmesi, bagirsak
motilitesinin refleks kontroliinde 6nemli bir paya sahiptir (Krantis, Mattar ve Glasgow,
1998). Sunulan tez c¢alismasinda GABA ile fluralanerin etkisini daha 1iyi
degerlendirmek i¢cin GABA nin diisiik derisimi ile inkiibe edilerek ¢alisma yapilmistir.
GABA inkiibasyonu + fluralaner derisimlerinin inkiibasyonu ve fluralanerin tek bagina
derisimlerinin frekans degerleri karsilastirildiginda duodenumda, jejunumda ve
ileumda her derisimde (10° M, 10° M, 10* M), derisimde GABA inkiibasyonunda
istatistiksel olarak daha diisiik frekans degerleri elde edilmistir. Kasilma cevaplarinda

ince bagirsak dokularinin higbirinde farklilik bulunmamustir.

Bikukulin, GABAA reseptorleri igin segici bir antagonisttir. GABAs, GABACc,
glisin ve 5-HT3 reseptorleri ilizerinde ¢ok az etkiye sahipken, etkisi biiyiikk 6l¢iide
GABAA alt birim bilesiminden bagimsizdir. GABAAa reseptorleri icin segicilik,
bikukulini gt¢lii bir deneysel ara¢ haline getirir, ancak tim GABAA reseptor alt
tiplerine baglanmanin se¢ici dogasi nedeniyle herhangi bir terap6tik potansiyele sahip
degildir (Hinton ve Johnston, 2018). Bikukulin ile yapilan protokoldeki deneyler
incelendiginde DMSO (kontrol) ile karsilastirildiginda fluralanerin 10 M derisiminin
bagirsagin tiim boliimlerinde kasilma ve frekanslar1 diistirdiigii goriilmistiir. Bikukulin
(3x10°® M) inkiibasyonu +fluralaner derisimleri, tek basmna fluralaner derisimleri ile
karsilastirildiginda duodenumda kasilmalar arasinda énemli bir fark bulunmazken,
frekans degerleri incelendiginde bikukulin inkiibasyonunun biitiin derisimlerde
fluralaner frekanslar1 azalttigi saptanmustir (10® M, 10° M, 10* M). jejunumda
fluralanerin 10® M derisiminde azalma, fluralanerin 10* M derisiminde daha fazla
frekans degerleri saptanmustir. Ileum frekans degerleri karsilastirildiginda ise
bikukulin inkiibasyonunun fluralanerin olusturdugu frekans degerlerinin tek basina
fluralaner uygulamasindaki frekans degerlerine gore istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu saptanmustir (10° M, 10° M, 10* M). Bu durum ince bagirsak dokularinda
reseptor cevaplarinin farkli olabilecegini isaret etmektedir. Nitekim Tobin, Giglio ve
Lundgren, (2009), reseptor dagilimi dokularda degisiklik gosterdigini Grnegin

bagirsagin i¢ parankimal dokusunda genellikle M1 ve Ms reseptorlerinin, bagirsak diiz
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kas dokusunda ise M2 ve Ms alt tiplerindenolustugunu belirtmislerdir. Meerveld ve
Barron, (1998) sicanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada tek basina GABA reseptorii
antagonisti bikukiilinin dorsal vagal komplekse mikroenjeksiyonunun, spontan ince
bagirsak ve kolonik motiliteyi azalttiginigostermislerdir. Maggi, Manzini, ve Meli,
(1986) arastirmalarinda damar i¢i 0,1-3 mg/kg GABA uygulanan siganlarda
duodenumda gegici gevseme cevab1 almislardir. GABA'nin etkisi, bikukiilin
tarafindan antagonize edilen in vivo calismada GABAA reseptorlerinin bu tiir bir
yanitta yer aldig1 6ne stirmiislerdir. Demuro, Palma, Eusebi, ve Miledi (2001) yabanci
(nikotinik asetilkolin reseptorlerini (nAk-R'leri) eksprese eden Xenopus oositlerinde
bikukulinin heteromerik sican ve fare nAk-R'leri veya homomerik insan nAk-R'leri
tarafindan tretilen AK akimlarimi hizli ve geri doniisiimli olarak inhibe ettigini
saptamiglardir. Aragtirmacilar Xenopus oositlerinin dogal nAK-R'lere sahip olmadigini
bu nedenle bu etkinin agikc¢a bikukulinin heterolog reseptorler lizerindeki dogrudan
etkisinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Goriildiigli ilizere bikukulinin selektif
etkisinin yan1 sira farkli etkileri de goriilebilmektedir. Sunulan tez c¢aligmasinda
bikukulinin duodenum ve ileumda olusan frekanslar tizerindeki farkli cevaplar hayvan

tirii ve doku farkliliklarina bagli olabilir (Demuro vd., 2001).

Bagirsakta serotonin ndrotransmitter ve parakrin sinyal molekiilii olarak ¢alisir.
Mukozadaki enterokromaffin hiicreler viicuttaki 5-HT'nin %90'in1 igermesine ragmen,
arttk 5-HT'nin gastrointestinal sistemdeki igsel ndronlarda da bulundugu kabul
edilmektedir (De Ponti, 2004). Kimusun gastrointestinal yol boyunca koordineli
hareketi, 5-HT aracili diiz kas tonusu, peristaltizm, mukozal salgi ve i¢ enterik ve dis
afferent noronlar, Cajal'in interstisyel hiicreleri, diiz kas ile bir etkilesim yoluyla
visseral algiya baglidir (Beattie ve Smith, 2008). Sicanlarda, izole mide fundusu
dogumda serotonine kars1 asir1 duyarlidir; duyarlilik 29 giine kadar kademeli olarak
artar(Klinger,1983).Serotonin sigan ileumu {izerine de doza baglh kasilmalar
yapmaktadir. Duodenumda 5-HT c¢ogunlukla indolalkilaminler ve gut motilite kas
reseptorleri lizerinde etki gosterirken, ileumda ndronal reseptdrlerin yani sira kas
yoluyla da etki eder. Serotonin, miyenterik pleksusun néronlarinin yani sira kaslarda
lokalizeolan 0Ozellesmis 5-HT reseptorlerine etki ederek, bagirsak kaslariin
kasilmasinda gorev yapar (Bubenik, 1986). Sunulan tez ¢alismasinda serotonin tek
basina bagirsak diiz kaslarinda az kasilma olusturmustur, 10° M fluralaner

inkiibasyonunda 107 M, 10® M serotonin derisimin duodenumda kasilmalar1 azalttigi,
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ileumda ise 10° M serotonin derisimin kasilmalar1 azalttig1 saptanmistir. Bu sebeple
fluralanerin sican ince bagirsaginda serotonerjik mekanizmay1 etkilebilecegi

ongorilmiistiir.

Sican izole bagirsagi, sican 2 haftalikkenkolinomimetiklere duyarlilik gosterir.
Yetiskin sicanlardaki etkisinin aksine, nikotin yenidogan si¢anlarda, 6zellikle kiigiik
konsantrasyonlarda uygulandiginda bagirsakta gevsemeye neden olur. Atropin,
karbokoliin etkisini yetiskin farelerin bagirsaklarinda yaptigindan daha etkili bir
sekilde antagonize eder(Klinger,1983). Asetilkolin bagirsaktaki en 6nemli transmitter
maddedir. Bagirsak kaslari, epiteli, pariyetel hiicreler bazi bagirsak endokrin hiicreleri,
sinir sinapslarinda birincil uyarict madde olarak bilinmektedir (McConalogue ve
Furness, 1994). Sindirim sisteminde hemen hemen her fonksiyon muskarinik reseptor
etkilerini igerir. Ancak, reseptdr dagilimi dokularda degisiklik gosterir. Bagirsagin ic
parankimal dokusu genellikle M1 ve Ms reseptorlerinin bir karisimindan, bagirsak diiz
kas dokusunda Mz ve Ms alt tiplerinden, kan damarlarinda M1, M3, M4 ve Ms'ten ve
noronal hiicrelerde M1 ve Ma alt tiplerinden olusur. NO iiretimi, inflamasyon ve
proliferasyon tizerindeki etkileri muskarinik M1, Msve Ms reseptorlerini igerebilir
(Tobin vd., 2009). Stadelmann, Walgenbach-Telford, Telford ve Koch, (1998) sigan
ince bagirsaklarinda en sik rastlanan muskarinik reseptdr tipinin M1 oldugunu M3 ve
M2 daha az oldugunu ilk kez ortaya koyan aragtirmacilardir. Sunulan tez ¢aligmasinda
Ak kasilmalart fluralaner inkiibasyonu altinda azalmigtir. Szabo, Varro ve Vilagi
(2009), Sigan izole ileumu iizerine diinyada yaygin olarak kullanilan bir insektisit olan
ve GABA ile diizenlenen kloriir kanallarinin bloke edilmesi yoluyla boceklerin
merkezi sinir sisteminin giiglii bir sekilde bozan fibronilin etkisini arastirmiglar, Ak
kaynakli kontraksiyonun tonisitesi fipronil tarafindan azaldigin1i ve ayrica
kontraksiyon amplitiidiinii kontrol segmentlerine gore onemli sekilde azalttigini
saptamuslardir. Bu sonuglar, fipronilin muskarinik Ak reseptorlerinin aracilik ettigi
yanitlar1 etkileyebilecegini gosterdigini belirtmislerdir. Sunulan tez g¢aligmasinda
GABA inhibitorii olan fluralaner ile elde edilen Ak cevaplarindaki azalma bulgular
Szabo vd., (2009) calismasi ile uyum igindedir. Sunulan ¢alismada da fluralanerin

muskarinik Ak reseptorlerinin aracilik ettigi yanitlar etkileyebilecegi goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez ¢alismasinin sonuglar1 fluralanerin sigan izole duodenum, jejunum ve
ileumu iizerinde &zellikle 10* M derisimde etkisi oldugunu gostermistir. Bagirsak
motilitesinin midenin islevselligi, bagirsaktaki mikrobiyota faaliyetlerini etkilemesi,
besin gecisinin yavaslamasi gibi faaliyetleri degistirebilecegi degerlendirildiginde
fluralanerin kullanilirken bu durum dikkate alinmalidir. Bir¢ok mekanizma bagirsak
diiz kaslarin gevseme cevabimi etkilemektedir. Bagirsaklarda gevseme cevaplari
antikolinerjik, antihistaminerjik maddeler ya da adrenerjik, purinerjik, GABAerjik etki
gibi baskic1 agonistlerin etkisi altinda gerceklesebilir. Daha destekleyici sonuglar i¢in
in vivo deneysel modeller ve kdpek gibi hedef hayvanlarda yapilacak c¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Fluralanerin 6zellikle omurgali reseptorlerine baglanmada daha diisiik ilgi duydugu
belirtilmistir. Bu ¢alismada fluralaner 10* M derisimde duodenum, jejunum ve ileum
bagirsak kasilmalarini azaltmistir. Ozellikle olusan frekanslar kaybolmustur. Bu da
sadece eklem bacaklilarda degil baska tiirlerde de fluralanerin etkisi olabilecegini
gostermektedir. Bagka tiirlerde yapilacak ya da farkli agonistler ve antagonistlerle

yapilacak ¢alismalarla bu durum daha ayrintili sekilde ortaya konulabilecektir.

Fluralaner ayrica Ak cevaplarim1 da azaltmistir. Bu cevaplar fluralanerin Ak
reseptorlerinin aracilik ettigi yanitlar etkileyebilecegini gosterebilir. Sican ince
bagirsaklarinda en sik rastlanan reseptor tipi muskarinik reseptorlerdir. Baska
karbamilkolin ve betanekol gibi kolinerjik agonistlerle birlikte calisilmasi
mekanizmanin aciklanmasinda yardimci olabilir. GABA ve bikukulin ile beraber
kullanildiginda fluralanerin olusturdugu kasilmalarin 6zellikle frekanslar1 degiskenlik

gostermistir. Bu da GABAerjik mekanizmayla iliskiyi isaret etmektedir.

Sonug olarak fluralanerin kullanilan derisime bagli olarak sican izole doudenum,

jejunum ve ileumu etkiledigi ortaya konulmustur.
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