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MS-222, propofol ve karanfil yagimin Daphnia
magna’larda anestezik etkisinin kalp atim oranlarina
gore degerlendirilmesi

Evaluation of the anesthetic effect of MS-222, propofol and
clove oil in Daphnia magna according to heart rate

OZET

Giliniimiizde Avrupa Birligi (EU), Amerikan Test ve Malzeme Kurumu (ASTM),
Uluslararas1 Standardizasyon Teskilati (ISO), Ekonomik Kalkinma ve Is birligi
Orgiitii (OECD) gibi pek ¢ok kurulus; bazi kimyasal maddelerin, ilaglarin gerek
gevreye gerekse canlilara olan etkilerini invivo kosullarda aragtirilmasi amaciyla
Daphnia magna ad1 verilen sucul omurgasiz canlidan yararlanilmaktadir. Su {irinleri
yetistiriciliginde karanfil yagi, MS 222 ve propofol yaygin bir sekilde kullanilan
anestezik maddelerdendir. Ancak bu anestezik maddelerin tatli su ortaminda bulunan
kabuklu canlilar i¢in etkileri hakkinda ¢ok fazla bilgi yoktur. Yapilan bu ¢aligmada,
anestezik etkisi olan, MS-222, propofol ve karanfil yagimn su piresi olarak bilinen
Daphnia magna’larda kisa siiredeki kalp atim sayisinda olusturdugu farklar ve hayatta
kalma etkisi arastinlmistir. Anestezik maddeler 0.1-0.01-0.001 ml/L olarak
uygulanmis ve ¢aligmanin 1., 3., ve 5. saatlerinde su pirelerinin kalp atim sayilar1 ve
6lim oranlann degerlendirilmistir. Deneme siiresince elde edilen verilere gore
kullanilan ii¢ farkli anestezik maddenin kalp atim sayilar1 ve 6liim oranlar iizerindeki
etkileri bakimindan anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Calismanin sonucu
olarak diisiik oranlarda bile bu ii¢ farkli anestezik maddenin tatli su ortamlarinda
bulunan omurgasiz canlilar i¢in toksik bir etki yaratabilecegi ve ekolojik dengeyi
etkileyebilecegi goriillmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Anesteziyoloji, karanfil yagi, MS 222, propofol, su piresi,
toksikoloji

ABSTRACT

Today, many organizations such as the European Union (EU), American Testing and
Materials Agency (ASTM), International Organization for Standardization (1SO),
Economic Development and Cooperation Organization (OECD); An aquatic
invertebrate called Daphnia magna is used to investigate the effects of certain
chemicals and drugs on both the environment and living things in vivo. Clove oil, MS
222 and propofol are commonly used anesthetics in aquaculture. However, there is
not much information about the effects of these anesthetic agents for crustaceans in
the freshwater environment. In this study, the effects of MS-222, propofol, and clove
oil, which have anesthetic effects, in the short-term heart rate and survival effect of
Daphnia magna, known as the water flea, were investigated. Anesthetic agents were
administered as 0.1-0.01-0.001 ml/L, and heart rate and death rates of water fleas were
evaluated at the 1st, 3rd, and 5th hours of the study. According to the data obtained
during the trial, there was a significant difference in the effects of three different
anesthetic agents on heart rate and death rates (p<0.05). As a result of the study, it has
been seen that these three different anesthetic substances can create a toxic effect for
invertebrates in freshwater environments and affect the ecological balance, even at
low rates.
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MS-222, propofol ve karanfil yaginin Daphnia magna’larda kalp atimina etkisi

IRIS
Phyllopoda sinifindan planktonik

bir organizma olan Daphnia
magna,; antibiyotikler,
antidepresanlar,  antiinflamatuar
ilaglar,  beta-blokerler, lipid

diizenleyiciler ve gibi birgok ilacin toksikolojik
etkilerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Ebert,
2005; Tkaczyk vd., 2021). Daphnia magna;
Avrupa Birligi, OECD, ASTM ve ISO gibi 6nemli
organizasyonlar tarafindan da siklikla toksisite
testleri i¢in tercih edilen organizmalardir (Ferraz,
2021).

Cesitli ilag galigmalarinda kullanilan Daphnia
magna tatlisu kaynaklarinda yasar ve “su piresi”
olarak da bilinmektedir. Olduk¢a kiigliktiirler ve
0.2-0.3 mm arasinda degisen ebatlara sahiptir. Bu
canlilar, akvaryum baliklarinin beslenmesinde
tercih edilmektedirler. Ayrica giibreli toprak
havuzlarda 6zel olarak yetistirilen mersin baligi,

sazan baliginin da baglica yemini olusturmaktadir
(Bat vd., 2008).

Son  yillarda, modern su  {riinleri
yetistiriciliginde anti-stres amagh olarak baliklarin
yakalanmasi, tasinmasi, suni iiremesi, ameliyat
prosediirlerine yardimci olmak i¢in farkli tiirde
anestezikler kullanilmaktadir (Roubach vd., 2005).
Anestezikler,
baligin solungaclardan emilen ve atardamarlara
giren anestezik bir soliisyona eklenmesi ile
meydana gelir. Anestezikler ve metabolitler
baligin tath suya geri birakilmasi ile solungaglar
yardimiyla viicuttan atilmasi sayesinde, bu

anestezik etki ortadan kalkar (Ross ve Ross, 1999).

merkezi sinir sistemi {izerinde,

Birkag
dezavantajlar1 ile baliklarin anestezisinde etkili
oldugunu kamtlamistir (Velisek vd., 20006).
Simdiye kadar, ABD ve Birlesik Krallik'ta yemlik
baliklarda kullanilmak iizere yalmzca MS-222
(trikain metansiilfonat) tescil edilmistir (Coyle vd.,
2004).

anestezik madde, avantaj ve

Sedatif ve anestezik etkili olan Propofol (2,6
diizopropil fenol), ultra kisa etkili bir sedatif
ajandir (Kay ve Stephenson 1980). Propofoliin,
yesil iguanalar (Knotkova wvd., 2005) gibi
stiriingenlerde ve Acipencer oxyrinchus De soti
(Fleming vd., 2003) gibi bazi balik tiirlerinde ve
benekli bambu kopekbaliklarinda (Chiloscyllium
plagiosum) anestezi olusturmak igin kullanildigi
bildirilmistir (Miller vd., 2005). Trikain metan-

stilfonat (MS-222), 1967'de piyasaya
strilmesinden bu yana diinya c¢apinda
poikilotermler icinde en yaygm kullanilan

anestezik ajanlardan biri olmustur. Baslangigta
kokaine vyerel bir analjezik alternatifi olarak
iiretilmistir ve bu sekilde insanlarda kullanilmustir.
MS-222, suda yasayan hayvanlar igin de bir
anestetik madde olarak kullanilabilecegi kisa
stirede anlasilmustir. MS-222, kristalimsi beyaz bir
toz halindedir. Tathh suda ve deniz suyunda
kolaylikla ¢6ziiniir (Brown, 1993; Coyle vd., 2004;
Daniel, 2009; EMEA, 1999; Maricchiolo ve
Genovese, 2011; Treves-Brown, 2000; Ortuno vd.,
2002).

Eugenia caryophylatta bitkisinin gévde, yaprak
ve tomurcuklarindan damitma yoluyla elde edilen
karanfil yaginin etken maddesi yaklasik %85-95
eugenol (4-ally- methoxyphenol CioH1205), %5-
15 isoeugenol ve methyleugenol’dur (FDA, 2002;
Kanyilmaz vd., 2007). Eugenol’iin prostaglandin
H sentezini bloke etmesi, ileti engelleyici
ndrotransmitter GABA’ya  (gama
aminobiitirik asit) agonist ve iletimde rol oynayan
glutamat’a (N-metil-D- aspartat) antogonist etkisi
ile, merkezi sinir sistemininde uyarilarin kesintiye
girmesi ile karanfil yagimin anestezik etkisi
meydana gelir (Yang vd., 2003; Pongprayon vd.,
1991).

olan

Yapilan bu caligmada, anestezik etkisi olan,
MS-222, propofol ve karanfil yaginin su piresi
olarak bilinen Daphnia magna’larda kisa siiredeki
kalp atim sayisinda olusturdugu farklar ve hayatta
kalma etkisi arastirilmustir.
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MATERYAL VE METHOD

Bu calismada sucul omurgasiz su piresi olarak
bilinen Daphnia magna kullanilmistir. D. magna
2020 yilindan beri su iiriinleri laboratuvarimizda
kiiltiire alinan ve tretimi yapilan canli olup, su
kosullar1 olarak ortalama 24°C su sicakligi ve 16
saat aydinlik, 8 saat karanlik 151k periyodunda
tutulmaktadirlar.

Deneysel organizmalar ve kimyasallar

Calisma igin segilen canlilar ana kiltir
tanklarindan alinip 40x40x20 cm biiyiikligiinde
plastik malzemeden yapilmis tanka yerlestirilerek
3 giin boyunca Chlorella sorokiniana mikroalgi
ile giinde iki defa beslemeleri yapilmistir. Calisma
da su driinleri sektériinde kullanilan ti¢ farkli
anestezik madde MS 222 (Finquel, Argent
Laboratuvari), Propofol (BBraun, Almanya) ve
Karanfil yagi denenmis ve bunlarin D. Magna’lar
icin olumsuz etkileri saptanmaya calisilmistir. Bu
anestezik maddeler ii¢ farkli doz uygulanmis (0,1-
0.01-0.001 ml/L) ve bunlarin D. magna iizerindeki
kisa siireli etkileri degerlendirilmek igin 1-3-5 saat
araliklarindaki kalp atim sayilar1 6l¢tilmiistiir.

Her bir 20*10*20 cm biiyiikliglindeki plastik
kaplara 1litre su konulmustur. Su sicakligi
ortalama 24 + 1°C tutulmustur. Kullanilan
anestezik iriinlerin suya herhangi bir pH
degisikligi olusturmamis ortalama 8.7 pH elde
edilmigtir. Kullanillan karanfil yagi yerel bir
aktardan alinarak 1:9 oraninda %99.8 lik etanol ile
seyreltilerek  kullamlmistir.  MS 222 dozu,
Western Chemical, Inc.’nin Pet ve Tropikal su
canlilarina  gore
hesaplanmustir. Su pireleri canli mikroalg kiiltiirti
Chlorella sorokiniana ile beslenmesi yapilmistr.

kullanimi  esas alinarak

Deneysel kurulum

Uygulanan c¢alisma diizeneginde 20*10*20 cm
biyiikliiginde plastik malzemeden yapilmis
kutular kullanilmistir. Calisma 3 farkli anestezik
madde kullanilarak, 3 tekerriir olarak dizayn
edilmistir. Her bir grup da 24 adet canli olup
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toplam 72 adet Daphnia magna kullanilmistir. Her
bir aneztezik madde i¢in 0.1-0.01 ve 0.001 ml/L
olarak dozlar uygulanmis olup her bir anestezik
madde i¢in canlilarin boy ve en olgimleri
mikroskop yardimiyla okiiler metre ile yapilmustir.
Ayrica uygulanan dozlarin canli  {izerinde
etkilerinin belirlenmesi amaciyla dakikadaki kalp
atim sayilart belirlenmistir.

Kalp atim orani

Bu uygulama icin baslangicta 1. saatte, 3. saatte ve
5. saatteki kalp atim sayilan SOIF marka
mikroskop yardimiyla Sony marka fotograf
makinasi ile 6 sn siire ile gortintii kayd: alinmis ve

goriintiler ~ Windows Media Player ile

yavaglatilarak kalp atim sayilar1 belirlenmistir
(Sekil 1).

Sekil 1. Daphnia magna mikroskop goriintiisii.
Kirmizi1 dairede kalbi goriilmekte.

Istatistik analizler

Verilerin istatistik analizinde IBM SPSS Statistics
25.0 paket programi kullanilmis olup, bagimsiz
gruplarin karsilastirmasinda Tek yonli ANOVA
testi ve gruplar arasmndaki farkliigm tespiti
amaciyla karsilastirmalar Scheffe testi ile
yaptlmistir ~ (p<<0.05).  Tekrarl1  dl¢iimlerin
analizinde Genel Lineer Model tizerinden Tekrarli
Olgiimler igin ANOVA testi yapilmustir (p<0.05).
Uygulanan  farkli  anestezik =~ maddelerin
olusturdugu 6lim oranlart 6lgtim igin belirlenen
saatlerde ortamdan wuzaklastirilmistir. Hayatta
kalma oranlar1 “Microsoft excel” programi ile
tablo olusturularak belirtilmistir.
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MS-222, propofol ve karanfil yaginin Daphnia magna’larda kalp atimina etkisi

BULGULAR

Tablo 1°e gore, 0.1 ml/L dozda 1. saatte karanfil
yag1 grubunda kalp atim orani, MS-222 ve
propofol gruplari ile kiyaslandiginda yaklasik iki
kat fazla oldugu goriildii. Ayn1 dozda 5. saatte
karanfil yaginin etkisinin 3. saate gore yaklasik 2.5
kat fazla oldugu dikkat ¢ekmistir. Ancak Propofol
ve MS-222 gruplarinda 5. saatteki etkisinin

giderek arttigi, kalp atim oranlarindaki azalis ile
anlagilmistir.  Calismamizda 0.01 ml/L dozda
denenen anestezik maddelerde, en biiylik degisim
5. saatte Propofol grubunda goriilmiistiir. Propofol,
diger anestezik maddelere gore kalp atim oraninda
bariz diisiis meydana getirmistir. Karanfil yagi
grubunda ise caligmanin 0. saati ile 5. saati
arasindaki fark giderek azalmistir.

Tablo 1. Daphnia magna tizerinde farkli dozlarda uygulanan bitkisel ve kimyasal kokenli anestezik maddelerin kalp ritmi

iizerindeki etkilerinin karsilastirilmast

Kalp Atim
Olgiim

Karanfil Yag

Anestezik Madde

Propofol

Saatleri

x+ SEM

n

X+ SEM

0.979

0. saat 24 321.2942.64* 24 321.67+2.60° 24  322.08+2.82%
1. saat 24 46.46+1.96* 18 20.56+1.89° 18 26.67+2.29° <0.001
o 3. saat 20 25.50+1.852 13 13.85+1.40° 15 19.13+1.19°  <0.001
5. saat 18 67.22+3.112 9 10.00:£0.00° 13 15.38+1.44° <0.001
0. saat 24 325.83+3.188 24 321.67+3.50*° 24  317.08+3.162  0.176
1. saat 24 161.67+3.172 21 53.57+2.27° 22 44.55+2.25P <0.001
001 3. saat 24 196.25£2.99° 19 41.05+2.75 20 24.50+1.70°  <0.001
5. saat 24 2452145238 17 30.88+1.73° 19 24.2141.92 <0.001
0. saat 24 321.67+2.23* 24 322.08+2.82* 24  320.83+3.51*  0.953
0.001 1. saat 24 266.25+4.928 24 113.75£2.61° 24 135.00+2.49°  <0.001
3. saat 24 302.92+2.52% 24 99.1742.33° 24 122.92+2.04°  <0.001
5. saat 24 326.25+2.68% 24 91.25+1.93° 24 110.83£2.09°  <0.001

&¢: Aym satirda farkli harflerle kodlanan degerler arasindaki fark istatistik olarak anlamlidir.

Tablo 2. Tekrarh 6l¢iimlerde ¢oklu karsilastirma sonuglari

Anestezik Madde Ortalama

Fark icin

%395 giiven aralig®

i j Fark (i-]) Alt smir Ust sinir
Karanfil Yag MS-222 | 97.205 | 1.321 | <0.001 94.008 100.403
Propofol 93.776 1.155 <0.001 90.982 96.571
MS-222 Karanfil Yag1 97.205 1.321 <0.001 -100.403 -94.008
Propofol -3.429 1.373 0.041 -6.751 -0.107
2 Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamlidir. *: Coklu karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmesi
Calismamizda 0.001 ml/L dozda ise Propofol  anestezik maddelerin  kalp atim  sayilari

grubunda digerlerine goére daha etkili oldugu
anlagilmistir. Karanfil yag1 grubunda ise
neredeyse Onemli bir degisiklik olusmamistir.
Tekrarlt 6l¢lim sonuglarina goére (Tablo 2) tim
deneme siiresi dikkate alindiginda kullanilan

tizerindeki etkileri bakimindan gruplar arasinda
anlaml farklilik olusmustur (p<0.05). Karanfil
yag1 ile MS-222 ve Propofol arasinda olusan fark,
MS-222 ile Propofol arasindakinden daha
fazladir.
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Tablo 3. Daphnia magna farkli dozlarda uygulanan karanfil yagi, MS-222 ve propofoliin kalp ritmi degiskenligi

uzerindeki temel etkiler

p value "

Etki KO sd F

Anestezik Madde 167496.28 2 4327.32 <0.001 0.982
Doz 144751.30 2 3739.70 <0.001 0.979
Anestezik Madde x Doz 22647.513 4 585.11 <0.001 0.936
Hata 38.71 160 - - -

p: Tekrarli 6l¢iimlerde ANOVA; p<0.05

Kalp atim iizerinde anestezik madde, doz ve
bunlarin  etkilesimlerinin (Tablo 3) temel
etkilerinin istatistik anlamda 6nemli oldugu tespit
edilmigtir  (p<0.05). Bagimlhi degiskendeki
varyansin ne kadarmin belirli bir bagimsiz

degiskenle agiklandigini gdsteren deger olan eta
kare (n?) degerlerinin yiiksek ¢ikmasi da dikkat
¢ekicidir. Zaman, anestezik madde, doz ve
bunlarin etkilesimleri (Tablo 4) istatistik olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4. Daphnia magna farkli dozlarda uygulanan karanfil yagi, MS-222 ve propofoliin kalp ritmi degiskenligi tizerinde
etkisi olan faktorler arasindaki etkilesimler

Mauchly’s Test of
Sphericit
Zaman 1756455.69 3 942758 <0.001 0.983
Zaman x Anestezik Madde 864432.66 6 463.92  <0.001 0.853
Zaman x Doz 65057.68 6 349.19 <0.001 0.814 0.180
ZamanxDozxAnestezik Madde 11979.29 12 64.30 <0.001 0.616
Hata 186.31 480 - - -

p: Tekrarli 6lgiimlerde ANOVA; p<0.05

Daphnia magna’da gozlenen kalp atim
sayilarindaki zaman gore seyir profili farkl
dozlarda degiskenlik gostermistir (Sekil 2, 3, 4).
Yiiksek dozda anestezik madde etkilerinin
benzer oldugu gozlenirken, diisiik doza inildikce
Karanfil yaginin belirgin sekilde MS-222 ve
Propofol’den farklilastig: tespit edilmistir.

Doz=01¢g

400 Anestezik
madde

== Karanfil Yag
—MS-222
= Propofol

200

0

1 2 3 4

Sekil 2. Zamana bagli kalp atim sayilar

Arastirmada Olim oram1 en fazla MS-222
grubunda en az ise Karanfil yagi grubunda
gozlenmistir (Sekil 5). Uygulanan farkli anestezik
maddelerin olusturdugu 6liim oranlar1 6l¢lim i¢in
belirlenen saatlerde ortamdan uzaklastirilmistir.
Oliim oranlar1 bakimindan gruplar arasinda MS-
222 grubunda en fazla, Karanfil yagi grubunda ise
en az kayip gozlenmistir.

Doz=001¢g
100 Anestezik
madde

— Karaniil Yai
—_—S-222
—— Propofol
300

200

1 2 3 4

Sekil 3. Zamana bagl kalp atim say1lart




MS-222, propofol ve karanfil yaginin Daphnia magna’larda kalp atimina etkisi

Doz =0,001
350 Anestezik
madde
— Karanfil Yagi
—M5-222

300 = Prapofol

200

1 2 3 4

Sekil 4. Zamana bagli kalp atim sayilar
TARTISMA

Daphnia’nin seffaf olan kabugu sayesinde basit

belirlenebilmektedir (Tkaczyk vd., 2021).
Anestezik maddeler uygulanan dozlar bazinda
ve her Ol¢iim donemi ayri olarak ele alinarak
karsilastirildiginda  (Tablo 1), arastirma
baslangicinda benzer olan kalp atim sayilarinin
0,1 ve 0,01 ml/L dozunda karanfil yaginin MS-
222 ve Propofol’den farklilastigi; 0,001 ml/L
dozunda ise tim gruplarin farkli etkilerinin
oldugu gozlenmistir. Ozellikle karanfil yaginin
zamana bagli olarak etkisinin azalmasinin yagda
coziilerek aktif hale getirilmis olmasi, arastirma
siiresi i¢cinde suyun degistirilmemis olmasi,

oksijen verilmemesi ve ucucu olmasindan

bir 15tk mikroskobu ile kalbi  rahat o :
goriinebilmekte  ve  kalp  atm  sayisi kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
KARANFIL YASI M8222 PROPOFOL
m0. ml =l =V, mO0. ml = =V. m0. ml =l =V,
° S¥I¥ 33NR 3 Nq 333 S Ng JIIN
" " " |am |Iﬂ= " |=ﬂm || m "
0,1G 001G 0,001 G 0,16 001G 0,001G 0,1G 001G 0,001G

Sekil 5. Hayatta kalma oranlar

Tekrarli Ol¢timler dikkate almarak yapilan
analizlerde (Tablo 2, 3, 4), zamanin, uygulanan
dozun ve uygulanan anestezik maddenin kalp atim1
lizerinde ayr1 ayr1 ve interaksiyonlar1 ile etkili
olduklarini gostermistir. Yani her bir anestezik
maddenin digerinden ayr etkisi oldugu, uygulanan
dozlara gore farkli sonuglarin gézlendigi ve siireye
bagli olarak anestezi etkisinde farkliliklar olustugu
tespit edilmistir. Ozellikle yiiksek dozda etkinin
daha fazla olmasi nedeniyle MS-222 ve Propofol
gruplarinda kalp atiminda dogrusal bir azalig
ortaya ¢cikmasi beklenen bir sonug olmakla beraber
karanfil yaginin uzun stireli etki gostermesi igin
suyun belli araliklarla yenilenmesi gerektigi
sOylenebilir.

Bownik (2015)’e gore balik anestezisinde
kullanilan karanfil yaginin daha diisiik dozlar
Daphnia magna igin kalp atim sayilarinda
diisiise neden olabilmektedir.

Oliim oranlar1 bakimmdan gruplar arasinda
MS-222 grubunda en fazla, Karanfil yagi

grubunda ise en az kayip gozlenmistir. Félix vd.
(2018) ifade ettigi tlizere zebra baliklar
embriyolarinda yapilan c¢alismada MS 222
anestezik maddenin 20 dakikalik kisa siireli
etkisinde embriyolarin mortalite oraninda artis
oldugunu vurgulamistir. Ayn1 sekilde Jiang vd.
(2023)’ne gore yaptiklart ¢alismada intravendz
anesteziklerden propofoliin
organizma olan zebra baliklarinda potansiyel bir
olusturdugu goriilmiistiir. Doz
alindiginda 0.001 ml/L dozunda higbir grupta
oliim gozlenmemis, 0.01 ml/L dozunda MS-222
ve Propofol gruplarinda benzer sayida O6lim
gozlenirken, Karanfil yagi grubunda hi¢ 6lim
goriilmemistir. 0.1 ml/L grubunda ise tim
gruplarda 6liim gozlenmistir.

olan sucul

risk esas

SONUC

Calismada kullanilan karanfil yagi, etanol ile 1:9
oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Etanol,
ucucu bir etkiye sahiptir. Calismanin 1-3 ve 5.

EN



saatlerindeki etkisi etanoliin buharlagsmasi ve
suyun degistirilmemesi, oksijen kapasitesinin
arttirllmamasi  ile  karanfil canli
iizerindeki anestezik etkisinin azalmasina sebep
oldugu disiniilmiistir. MS-222 ise denekler
iizerinde giiclii bir anestezik Ozellige sahip
olmustur. Propofol, diger maddelere kiyasla orta
seviyede etki  gosterdigi  belirlenmistir.
Boylelikle sucul organizmalar igin MS-222 ve
propofoliin  kullanim1  potansiyel bir risk
olusturabilecegi, karanfil yaginin ise gosterdigi

yaginin

etkinin diger kimyasal anesteziklere gore daha az
oldugu goriilmiistiir.
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