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Özet: 2017-2018 yılları arasında Sırçalı Kanyonu-KARABÜK’te yürütülen floristik araştırmalar sırasında toplanmış olan bitkinin 

adlandırılması sonucunda Amelanchier ovalis Medik. türünün Türkiye Florası' ndaki A3 karesi için yeni kayıt olduğu belirlenmiştir. 
Araştırma alanı; Davis’in kareleme sistemine göre A3 karesin içerisinde yer almaktadır. Araştırma alanı Karabük İl merkezine 11 km, 

Safranbolu İlçesine 8 km uzaklıktadır. Kuzeyinde Eflani İlçesi, güneyinde Eskipazar İlçesi, doğusunda Araç İlçesi ve batısında Yenice 

İlçesi yer almaktadır. Safranbolu ilçesinde Düzce ve Konarı Köyleri arasında bulunmaktadır. Avrupa-Sibirya Floristik Bölgeleri’nin 
etkilerinin görüldüğü bir noktada yer almaktadır. Taze bitki örneklerinden bazıları morfolojik ölçümler için kullanılmış ve CANON EOS 

fotoğraf makinesi ile fotoğrafları çekilerek detaylı açıklamaları hazırlanmıştır. Amelanchier ovalis Medik.’in arazideki genel görüntüsü 

ve tohum-meyvenin görüntüsü Eskişehir Osmangazi Üniversitesi, Merkez Araştırma Laboratuvarı Uygulama ve Araştırma Merkezindeki 

numunelerin fotoğrafları Taramalı Elektron Mikroskobu (FE-SEM) Hitachi Regulus 8230 ile çekimleri yapılmıştır. 
Anahtar Kelimeler: Amelanchier ovalis Medik., Morfoloji, Sırçalı Kanyonu, Karabük 

The new record for the A3 frame investigation of seed and fruit morphology of Amelanchier ovalis 

Medik. 

 
Abstract: As a result of the nomenclature of the plant collected during the floristic researches conducted in Sırabalı Canyon-KARABÜK 

between 2017-2018, Amelanchier ovalis Medik. Flora of Turkey type 'n was determined to be a new record for the A3 frame. Research 

area; According to Davis’s square system, it is located in the A3 frame. The research area is 11 km to Karabük Province center and 8 km 
to Safranbolu District. Eflani District to the north, Eskipazar District to the south, Araç District to the east and Yenice District to the 

west. Safranbolu district is located between Duzce and Konari Villages. It is located at a point where the effects of the Euro-Siberian 

Floristic Regions are seen. Some of the fresh plant specimens were used for morphological measurements and detailed explanations were 

prepared by taking photographs with CANON EOS camera. General view of Amelanchier ovalis Medik. And seed-fruit image of the 
field Photographs of samples in Central Research Laboratory Application and Research Center of Eskişehir Osmangazi University were 

taken with Scanning Electron Microscope (FE-SEM) Hitachi Regulus 8230. 

Keywords: Amelanchier ovalis Medik., Morphology, Sırçalı Canyon, Karabük 
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1. Giriş  

Türkiye’de yayılış gösteren bitki türlerinin sayısı Avrupa 

kıtasının tümünde yayılış gösteren bitki türlerinin sayısına 

yakındır. Türkiye florası 154 familyaya ait 1.220 cins ve 

11.707 tür ve tür altı takson ile temsil edilmektedir (Tablo 

1). Türkiye florasının bu denli zengin oluşunun nedenleri 

baktığımızda bunlar; Türkiye’nin hem iklim hem de bitki 

örtüsü yönünden, dolayısıyla floristik yapı bakımından 3 

farklı bitki coğrafyası bölgesinin karşılaştığı bir konumda 

olması, Anadolu' nun Avrupa ve Asya kıtaları arasında 

köprü konumunda olması ve buna bağlı olarak iki kıta 

arasında karşılıklı bitki göçleri ile çeşitliliğin artması, 

edafik (topraksal) faktörlerin çeşitlilik göstermesi, 

topografik yapının çeşitlilik göstermesidir (Akıncı ve 

Özhatay, 2000: Akaydın ve Erik, 1996).  

Tablo 1. Ülkemizin floristik özeti  

 Doğal End. % Toplam 

Kibritotları 13 1 8,00 13 

Eğreltiler 73 2 2,74 73 

Kapalı 

tohumlular 

11343 3640 32,09 11579 

Toplam 11466 3649 31,82 11707 

 

https://arum.ogu.edu.tr/Sayfa/Index/80/alan-emisyonlu-taramali-elektron-mikroskobu-fe-sem
https://arum.ogu.edu.tr/Sayfa/Index/80/alan-emisyonlu-taramali-elektron-mikroskobu-fe-sem
htpp://orcid.org/0000-0001-7189-7407
htpp://orcid.org/0000-0002-1853-8437
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Şekil 1. Amelanchier ovalis Medik. Türkiye’de yayılış alanları 

 

Araştırma alanı Karabük İl merkezine 11 km, Safranbolu 

İlçesine 8 km uzaklıktadır. Kuzeyinde Eflani İlçesi, 

güneyinde Eskipazar İlçesi, doğusunda Araç İlçesi ve 

batısında Yenice İlçesi yer almaktadır. Safranbolu 

ilçesinde Düzce ve Konarı Köyleri arasında 

bulunmaktadır. Kanyon 2001 yılında Yaban Hayatı 

Koruma Alanı olarak ilan edilmiştir. Sırçalı Kanyon’u 

Avrupa-Sibirya fitocoğrafik bölgesinin Öksin Provensi 

içinde yer almaktadır. 

 

 

Şekil 2. Amelanchier ovalis Medik. Türkiye’de Yayılış kareleri 

 

Meteoroloji müdürlüğünden alınan uzun yıllara ait verilere 

göre, Safranbolu ilinde yıllık yağış miktarı 440,3 en düşük 

aylık ortalama yağış miktarı 21,5 mm ile ağustos ayına 

aittir. En yüksek aylık ortalama yağış miktarı ise 49,3 mm 

ile aralık ayına aittir. Yıllık yağış rejimi kış, ilkbahar, 

sonbahar, yaz (KİSY) şeklinde olup, buna göre Safranbolu 

ilçesinde Doğu Akdeniz Yağış Rejimi görülmektedir. 

Araştırma alanının ve yakın çevresinin toprak gruplarının 

genelini kahverengi orman toprakları oluştururken (Şekil 

3), Karabük ve çevresinde küçük akarsu vadilerinde 

kolüvyal topraklar görünür (Işık ve ark., 2006). Jeolojik 

bakımdan; Sırçalı (Safranbolu, KB Türkiye) yörelerinde 

yaygın olarak yüzeylenen Alt-Orta Eosen yaşlı Safranbolu 

Formasyonu (Saner ve diğ., 1980) düşey ve yanal yönde 

farklı fasiyes özellikleri gösterir. Formasyon çalışma 

alanında başlıca üç ana litofasiyes ile temsil edilmektedir. 

Bu litofasiyesler; 

- Konglomera litofasiyesi 

- Kumlu kireçtaşı litofasiyesi 

- İskeletsel taneli tanetaşı-istiftaşı litofasiyesidir. 

 

AMELANCHIER Medik. 

Amelanchier cinsi dünya genelinde Kuzey Amerika, 

Avrupa, Kuzey Afrika ve Asya kıtalarında yaklaşık 30 

türle yayılış yapmaktadır. Ülkemizde ise iki türe ait dört 

taksonla temsil edilmekte ve endemizm oranı % 50’dir. 

Türkiye Florası’nın dördüncü cildinde Amelanchier cinsi, 

Amelanchier rotundifolia, Amelanchier parviflora ve bu 

türlere ait taksonlar ile yer almıştır (Davis, 1975). Fakat 

ülkemiz için hazırlanan Damarlı Bitkiler listesinde A. 

Ovalis Medik. ve A. Parviflora Boiss. türlerine ait toplam 

4 adet tür altı takson kaydı verilmektedir .  

 

Şekil 3. Araştırma alanı olan Sıçalı Kanyonu’nda 

görünüm. 

Amelanchier cinsine ait taksonlar Türkiye haritası üzerinde 

yayılış alanları ve kareleri Şekil 1 ve 2 de verilmiş olup; 

kolaylıkla hibritleşme yeteneğine sahip olmaları, poliploidi 

özellik göstermeleri ve apomiktik olmaları nedenleri ile 

teşhislerinde önemli güçlükler yaşanmaktadır. Yaprak 

şekli ve büyüklüğü, yetiştiği habitat ve gelişim çağına 

bağlı olarak büyük farklılıklar göstermesi ile morfolojik 

olarak da tanınmada büyük sıkıntılar oluşturmaktadır. 

Morfolojik açıdan tanımlamada kabul edilen karakterler 

ise çiçek ve meyve özellikleridir. Dökülücü yapraklara 

sahip, çalı veya küçük ağaç formundadır. Yapraklar basit 

yada petiolattır. Çiçekler beyaz, uçta salkım, nadiren tektir. 

Petaller  lanceolattan ovata doğrudur. APG ye göre 

(Angiosperm filogeny Group) Amelanchier rotundifolia 

(Lam.) Dum.Cours., Amelanchier ovalis Medik.’e sinonim 

olmuştur (APG, 2011). 

Yapraklar 2 cm veya daha fazla, yetişkin iken tüysüz; 

petaller kaliks uzunluğunun 3-4 katı kadar 

    1. rotundifolia 

Yapraklar 2 cm ye kadar, kalıcı beyaz yünsü tüylü; petaller 

kaliks uzunluğunun yaklaşık 2 katı kadar 

    2. parviflora 

Bu çalışmanın amacı, Eskişehir’de yayılış gösteren 

Amelanchier L. cinsine ait Amelanchier ovalis Medik. 

taksonunun A3 karesi kayıtı için yeni bir tür oluşu ve türe 

ait morfolojik çalışmanın yanı sıra tohum yapısının 

belirlenmesi için Taramalı Elektron Mikroskobu (FE-

SEM) çekim yapılması ile taksonomik çalışmalara katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir. 

2. Materyal ve Metot  

Araştırma alanından toplanan Amelanchier ovalis Medik. 

çiçeklenme ayları olan Nisan ve Mayıs aylarında 2016' da 

Sırçalı Kanyonu-KARABÜK’te ve çevresinden toplandı. 

Örnekler toplanırken her bir bitki örneğinin yumrulu kök, 
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gövde, yaprak, ve çiçeğe sahip olmasına dikkat edildi. 

Toplanan örneklerin ölçümleri yapıldıktan sonra bir kısmı 

herbaryum kurallarına göre kurutularak herbaryum 

materyali haline getirildi. Eskişehir Osmangazi 

Üniversitesi herbaryumunda (OUEF) saklanmaktadır. 

Amelanchier ovalis Medik. tanımlanması için Türkiye 

Florası kullanılmıştır. Morfolojik incelemeler, arazi 

çalışması sırasında yapılan gözlemler, toplanan canlı 

örnekler, herbaryum örnekleri üzerinde yapıldı. Taze bitki 

örneklerinden bazıları morfolojik ölçümler için kullanılmış 

ve detaylı açıklamaları hazırlanmıştır. Türün koruma 

statüleri IUCN tehdit kategorilerine göre değerlendirildi 

(Ekim ve ark. 2000: IUCN 2001). Olympus CX31 ışık 

mikroskobu ve Taramalı Elektron Mikroskobu (FE-SEM) 

Hitachi Regulus 8230 ile fotoğraflarla desteklenen türler 

için anatomik açıklamalar hazırlandı.  

 

 

3. Bulgular ve Tartışma 

Amelanchier ovalis Medik., K 41o 16’ 41.6’’, D 32 o 46’ 

85.5’’, 658 m yükseklikte, 06.05.2017 tarihinde 

toplanmıştır. A. Ovalis Medik., dik veya 3 m ye kadar 

boylanabilen çalımsı küçük ağaçlardır (Şekil 4). Yapraklar 

obovate tan oblong a doğrudur, 2-5 x 1.5-3 cm, genellkle 

uçları küt ya da sivridir (Şekil 5). Yapraklar ilk olarak 

lanat tüylü, daha sonra her iki yüzeyide tüysüzleşir. Çiçek 

sapı 1-2 cm dir. Çiçek salkımları dik, 2-8 çiçekli ve 

lanattır. Çiçekler 25-30 mm çapındadır. Kaliks ilk olarak 

lanat tüylü sonra tüysüzleşmektedir. Sepaller mızraksıdır. 

Petaller 10-16 mm dir. Alttaki çiçeklerde çiçek sapı 2 cm 

ye kadardır (Şekil 4). Meyveleri 4-10 hücreli, 

olgunlaşmadan önce yeşil renkte, olgunlaşmaya doğru ise 

mavimsi veya siyahımsı renkte olmaktadır (Şekil 6).  

Tohum yapısı; globose, 6-8 mm çapında, genç iken 

kırmızı, olgunlaştığında ise mavimsi-siyah renkte 

olmaktadır (Şekil 7) (Ganeva ve Uzunova, 2010: Davis, 

1975). 

 

Şekil 4. Amelanchier ovalis Medik. : A, C, G – Çiçekler, B, D, E – Habitat , F – Meyveler (A. Bartók and A. Indreica 

tarafından orjinal fotoğraf çekilmiştir ). 

 

https://arum.ogu.edu.tr/Sayfa/Index/80/alan-emisyonlu-taramali-elektron-mikroskobu-fe-sem
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Şekil 5: Amelanchier ovalis Medik. : A-Yaprak genel görünüş,  B, C, D- Yaprak herbaryum görüntüsü (Sevda Türkiş 

tarafından orjinal fotoğraf çekilmiştir.

 

Şekil 6: Amelanchier ovalis Medik. meyve görünümü 

 

Şekil 7: Amelanchier ovalis Medik. tohum yapısı SEM görüntüsü 

 

4. Sonuç 

Bu çalışma sonucunda Türkiye Florasındaki kareleme 

sistemine göre araştırma alanının yer aldığı A3 karesi için 

yeni bitki türü bulunmuştur (MLF, 1946: Koca ve 

Yıldırımlı, 2004: Mutlu ve Erik, 1999: Özen, 2016, 

Tunçkol ve Akkemik 2013: Moraldi ve Falcinelli, 2000). 

Böylece bu türün şu ana kadar bilinen yayılış alanı dışında 

yeni yayılış alanı belirlenmiş olmaktadır. A3 karesi için 

yeni kayıt durumunda olan bu tür endemik olmayıp, Doğu 

Akdeniz elementidir. Morfolojik açıdan yaprak şekli, 

meyve ve tohum yapısı benzerlik göstermektedir. 

Amelanchier ovalis Medik. tohum yapısını incelemek için 

SEM görüntüsü ilk kez çekilmiş olup Türkiye florasında 

belirtilen özellikler haricinde yüzeyi girinti ve çıkıntılı ağsı 

bir yapıda olduğu bulunmuştur. Amelanchier ovalis 

Medik.’in verilmiş olan morfolojik bilgileri sistematiğe 

katkısı sağlayacağı düşünülmektedir.  

Teşekkür Bu çalışmada Elektron Mikroskop görüntüleri 

ESOGÜ-ARUM da çekilmiştir. 
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Abstract: Hydrogen gas (H2(g)) production is one of the major topic of the industry and energy production fields, for the last 

decades. Especially it is popular with showing high energy density. Among the other industrial methods electrolysis is the cleanest 

one without any by product emissions. It has been very popular to recovery of the discarded materials (such as batteries) as an 
environmentally friendly equipments. Here the coal of a used up battery is utilized as an electrode in the electrolysis system in 

order to produce (H2(g)). Then these electrodes were modified with impregnation of Zr and Ce metal oxides. At first, HNO3(aq) and 

H2SO4(aq) solutions were compared as electrolytes with plain electrodes and H2SO4(aq) is defined as the optimum electrolyte medium 

(maximum H2(g) production densities as 24.10xE-5 mL sec-1 and 87.22xE-5 mL sec-1,charge densities as 1137.40xE-4 C mm-2 and 

2976.19xE-4 C mm-2 and current densities as 45.68xE-7 A mm-2 and 165.34xE-7 A mm-2for 0.10 M HNO3(aq) (pH 1.10) and H2SO4(aq) 

(pH 1.70) solutions respectively). Then all of these modified electrodes were utilized to the electrolysis system and compared in 

the case of H2(g) production yield, charge and current density values. The best performances were obtained from CeO2 modified 

electrode (maximum H2 (g) production density as 125.00xE-5 mL sec -1, charge density as 4265.24xE-4 C mm-2 and current density 

as 236.96xE-7 A mm-2  in 0.10 M of H2SO4(aq) electrolyte). All of the experiments were duplicated. Hydrogen is one of the most 

promising, clean and sustainable energy carrier, that can be produced effectively by the usage of CeO2 modified battery coal. 

Keywords: Energy, Battery coal, Hydrogen gas production, Electrolysis, Cerium. 

Atık pil kömürlerinin elektrot olarak kullanılması ve daha sonra Zr ve Ce metal oksitleriyle 

emprenye edilerek hidrojen gazı üretim performanslarının iyileştirilmesi 

Özet: Son yıllarda sektörün ve enerji üretim alanlarının ana konularından biri hidrojen gazı üretimidir. Özellikle yüksek miktarda 

enerji üretilebilmesi açısından hidrojen, yakıt olarak popülerleşmiştir. Elektroliz, zararlı gaz emisyonu oluşturmadığı için diğer 

endüstriyel yöntemler arasında en temiz olanıdır. Atılan malzemelerin (pil gibi) çevre dostu bir ekipman olarak geri kazanılması 

da oldukça rağbet gören başka bir alandır. Burada, kullanılmış bir pilin kömürü çıkartılarak, hidrojen gazı (H2 (g)) üretmek için 
elektroliz sisteminde bir elektrot olarak kullanılmıştır. Daha sonra bu elektrotlar, Zr ve Ce metal oksitleri ile modifiye edilerek 

elektroliz performansları karşılaştırılmıştır. İlk başta yalın karbon elektrotlar kullanılarak, 0.10 M HNO3(aq) (pH 1.10) ve 0.10 M 

H2SO4(aq) (pH 1.70) çözeltilerinin elektrolit olarak performansları karşılaştırılmıştır. Sonuçta 0.10 M HNO3(aq) ve 0.10 M H2SO4(aq) 

çözeltilerinin sırasıyla elde edilen maksimum H2 (g) üretim yoğunlukları 24.10xE-5 mL s -1 ve 87.22xE-5 mL s-1, yük yoğunlukları 
1137.40xE-4 C mm-2  ve 2976.19xE-4 C mm-2  ve akım yoğunlukları 45.68xE-7 A mm-2  ve 165.34 xE-7 A mm-2  olarak ölçülmüştür. 

Bu nedenle optimum elektrolit) olarak 0.10 M H2SO4(aq belirlenmiştir. Karbon elektrotlar Zr ve Ce metal oksitleriyle modifiye 

edilerek elektroliz sisteminde katot olarak kullanılmıştır. Tüm sonuçlar karşılaştırılarak en iyi performansların CeO2 modifiye 

edilmiş elektrottan elde edildiği görülmüştür (maksimum H2 (g) üretim yoğunluğu 125.00xE-5 mL s -1, yük yoğunluğu 4265.24xE-4 C 
mm-2 ve akım yoğunluğu 236.96xE-7 A mm-2  0.10 M H2SO4(aq) elektrolit ortamında). Tüm ölçümler tekrarlanmıştır. Sonuçlar 

göstermiştir ki CeO2 modifiye pil kömürünün elektrot olarak kullanıldığı elektroliz sisteminden hidrojen gazı üretimi verimli bir 

şekilde gerçekleştirilebilmektedir. Elde edilen veriler sürdürülebilir ve temiz enerji eldesi üzerine yapılabilecek çalışmalar için ileri 

modifikasyonlar yapılarak geliştirilmeye açıktır. 

Anahtar Kelimeler: Enerji, Atık pil kömürü, Hidrojen gazı üretimi, Elektroliz, Seryum 

© EJBCS. All rights reserved. 
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1. Introduction 

Sustainable energy development requires innovative affords 

bearing clean energy solutions in it. An energy production 

method fails from the protocols that needs to explain itself 

in terms of biocompatibility and low cost demands. So the 

priority to achieve an acceptable clean energy production 

procedure has to include at least no hazardous gas emission. 

There has been many aspects to produce hydrogen gas (H2 

(g)) such as coal gasification, oil/naphta reforming, 

electrolysis (Uǧurlu et al. 2006, Sen et al. 2016) methane 

steam reforming, biomass, biological sources 

(Sivagurunathan et al. 2016; Mujeebu et al. 2016; Seyitoglu 

et al 2017). H2 (g) consumption performance of the industries 

are scened as fertilizers (Eren et al. 2010), petroleum 

refining processes (Erkarslan et al. 2018), petrochemical 

(Karaoǧlu et al. 2010), fuel cells (Karaoglu and Uğurlu 

2011), and chemical industries (Züttel et al. 2004; Lim et al. 

2015; Lee et al. 2017, Aslan et al. 2018). In electrolysis 

process, water molecule is the reactant and it is dissociated 

into hydrogen (H2) and oxygen (O2) by the help of external 

electricity (Kumar and Humabindu, 2019). 

Billions of electrodes and fuel cell types were designed to 

produce energy from electrolysis and the main point of these 

studies point to the efficient yield achievement. The 

presented study stands on the efficient electrode 

development from discarded alkaline battery coals. Zr and 

Ce were used as the triggering catalyst metals. Previously 

they have been used on the electrode modifications as 

highly active hydrogen evoluating catalysts by Demir et al. 

(2018), and in recent years, efforts to develop 

heterogeneous catalysts (Karaoğlu et al., 2012; Dinçer at al., 

2016) have been accelerated and there are different types of 

catalyst utilizations (Karahan et al., 2016; Donmez et al., 

2018; Gungor et al., 2018; Kara et al., 2018), photocatalysts 

(Uğurlu et al., 2006; Karaoğlu et al., 2010; Karaoğlu and 

Uğurlu, 2010). Finally, Zr and Ce used together to improve 

the catalytic performance reported by Polliotto et al. (2018). 

The electrolyte type is also discussed. A suitable electrolyte 

is expected to be a tramendous charge carrier and 

nonpoisonous for the electrodes. Up to now several water 

electrolysis methods are developed and they can be 

classified in four types based on their electrolyte, operating 

conditions, and ionic agents (OH-, H+, O2-). Queved as (i) 

alkaline water electrolysis (Zeng and Zhang, 2010), (ii) 

solid oxide electrolysis (Ni et al. 2009), (iii) microbial 

electrolysis cells (Kadier et al. 2016) and (iv) proton 

exchange membrane using water electrolysis (Foteini et al. 

2017). Alkaline electrolysis operates with aqueous solution 

(KOH/NaOH) as the electrolyte but asbestos diaphragm and 

nickel electrodes should be used (Kumar et al. 2017). Other 

types of electrolysis cells based on the transfer of electrons 

through the external circuit to cathode while the protons are 

passed through to cathode from the pores of proton 

conducting membrane (as electrolyte) (Rathinam et al. 

2018) Acidic electrolytes have been used as being very 

conventional electrolytes. The most convinient one is the 

H2SO4(aq) (pH 1.70) but also HNO3(aq) (pH 1.10) is used as 

an alternative solution (Lei et al. 2019).  

H2 (g) generation experiments were performed in a lab scale 

basic electrolysis equipment and H2 (g) ,charge and current 

generation densities of each system yields were evaluated. 

The results indicated that H2SO4(aq)  (pH 1.70) is a better 

electrolyte than HNO3(aq) (pH 1.10) and CeO2 modified 

discarded battery coal electrode (CeO2/C) showed the best 

fuel cell performances among plain coal electrode (C) and 

ZrO2 modified coal electrode (ZrO2/C). This study, offers a 

new sight into “environment for environmet” motto. Every 

single researcher can produce his own hydrogen gas with 

low voltage inputs and any harmful chemical release.  

2. Materials and Method 

2.1. Materials and chemicals 

H2SO4(aq) (99.80 % pure) (pH 1.70), HNO3 (aq) (99.80 % 

pure) (pH 1.10), ammonium cerium (IV) nitrate (99.00 % 

pure), zirconium IV butoxide (99.00 % pure), ethanol 

(99.00 % pure),  from Sigma-Aldrich. Dicarded batteries 

were obtained from a recovery bin in the building. 

2.2. Preperation of the solutions and impregnation 

processes of the electrodes  

In order to prepare 0.10 M H2SO4(aq) (pH 1.70) and HNO3(aq) 

(pH 1.10) solutions commercially available stock solutions 

were used. Required amounts of acids were diluted with 

deionized water and filled into the electrolysis cell. This 

solution is sucked into the burette that contains cathode 

electrode and the volume of hydrogen collected at the top of 

the burette was measured during the electrolysis was in 

progress. Scheme is shown below. The coal (C )inside of a 

discarded AA battery was used as anode or cathode 

electrode. Modification of the electrodes were achieved by 

the method as reported by Ghodsi et al. (2011). As it is 

reported (Ghodsi et al. 2011) the final products are the 

oxides of these metals. Since the same anions of the metals 

were achieved on the electrodes synergistic anion effect was 

prevented for the comparison of the electrode performances.  

CeO2/C electrode was prepared as follows: precursor 

solution was prepared by dissolving Ce(NO3)6(NH4)2 in 10 

mL of ethanol and 5 mL of distilled water mixture. Bare C 

was sucked into this solution completely then stirred for 30 

min. Subsequently calcinated for 5 hours at 500 C. Similarly 

ZrO2/C was prepared by using zirconium IV butoxide 

precursor. Obtained electrodes utilized as cathode and C 

was used as anode for all experiments. 

 

Scheme 1. Electrolysis set up. Anode is C electrode, cathode is 

adjusted according to the experiment as C, CeO2/C or ZrO2/C. 
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2.3. Electrolysis experiments  

Electrolysis experiments were conducted with a beaker and 

burette at room conditions. Cathode electrode was stucked 

into the mouth of a 25 mL burette and electrolyte solution 

was sucked with a bulb into the burette. Anode was 

maintained as C for all experiments. Firstly dissociation 

potential measurements were recorded for all electrolysis 

experiments. After the minimum current was observed H2 

(g) volume was recorded by running chronometer.  

Firstly H2SO4(aq) (pH 1.70) and HNO3(aq) (pH 1.10) 

electrolytes were compared to each others with C 

electrodes, then modified electrodes were conducted as 

cathodes to the 0.10 M H2SO4(aq) (pH 1.70) filled cell. All 

of the results are given in the following section. 

3. Results  

3.1. Calculation of the total H2 (g) produced by the systems, 

charge and current density values 

In a typical electrolysis system the volume of the gases have 

to be determined in order to calculate the amount of charge, 

current and flow density values. Here the amount of the H2 

(g) was measured as mL for each experiment set up 

individually. Then these values were used to calculate H2 (g)  

volume density by dividing into the cathode surface area 

(439.60 mm2). Then readed volume of the H2 (g)  was divided 

into the theoretical charge of the H2 (g)  mL 0.12 then charge 

of the system was obtained. This data was used to calculate 

current of the system by dividing charge value into the time 

(second). Current and charge densities were calculated by 

division of these charge and current values into electrode 

surface area. 

3.2. Comparison of the cell performances of HNO3(aq) and 

H2SO4(aq)  as electrolytes  

At the beginning of the experiments two types of 

electrolytes were determined as model. Cell performances 

of the chosen electrolytes were examined with C cathode 

and anode electrodes. HNO3(aq) (pH 1.10) and H2SO4(aq) (pH 

1.70) were compared to each other in terms of dissociation 

potential, H2 (g)  production (Fig.1a), current density (Fig.1b) 

and charge density (Fig. 1c) performances. An ideal 

electrolyte is expected to be an excellent charge carrier and 

has to lead the charge transfer duty well. H2SO4(aq) is very 

commonly used electrolyte but HNO3(aq) is also a promising 

candidate with the high acidic constant near to the H2SO4(aq). 

Results of the experiments showed that the dissociation 

potential value of the HNO3(aq) was measured as 3.60 V 

whereas  H2SO4(aq) has 3.20 V. This shows that cell potential 

of the H2SO4(aq) used electrolysis system is able to run easier 

than HNO3(aq) in the presence of C electrodes. Additionally 

H2(g)  production, current and charge density values of 

H2SO4(aq)  are higher than HNO3(aq). As result H2SO4(aq) was 

choosen as the electrolyte for subsequent experiments. 

Table 1 shows the comparison of the cell performance 

values including modified electrodes at the upcoming 

sections. This graphs also show that the measured cell 

performances of the H2SO4(aq) electrolyte is better than 

HNO3(aq).  

 

Table 1. Comparison of the dissociation potential, H2 (g)  

production, current and charge density values of the different 

electrolysis cells. 

Cell type DP*  H2(g) 

PD**  

CD§ CD£ 

C cathode/C anode in 

0.10 M of H2SO4(aq)  

3.2 87.22

xE-5 

2976.19

xE-4 

165.34 

xE-7 

C cathode/C anode in 

0.10 M of HNO3(aq)  

3.6 24.10

xE-5 

1137.40

xE-4 

45.68x

E-7 

ZrO2/C cathode/C anode 

in 0.10 M ofH2SO4(aq) 

2.8 94.44 
xE-5 

3222.63
xE-4 

179.03
xE-7 

CeO2/C cathode/C anode 

in 0.10M of H2SO4(aq)  

2.3 125.0

xE-5 

4265.24

xE-4 

236.96

xE-7 
* Dissociation potential (V); ** H

2 (g) 
 production density (mL sec -1); § Charge density 

(C mm -2); £ Current density (A mm -2) 

 

Figure 1. Comparison of the cell performances of two different 
electrolytes. a) H2 (g)  production performances, b) current density 

curves, c) charge density graphics of the 0.10 M H2SO4(aq) (pH 

1.70) and HNO3(aq) (pH 1.10) electrolytes recpectively. All of the 

measurements were recorded with plain carbon electrodes as 

anode and cathode, at 21 ⁰C, atmospheric pressure and electrolyte 

solutions were prepared with distilled water. 



 

S Aslan                                                                                                             Eurasian J Bio Chem Sci, 2(Suppl 1):97-101, 2019 

100 
 

3.3. Comparison of the cell performances of C, ZrO2/C 

and CeO2/C cathodes  

All of the electrolysis experiments were carried out in 0.10 

M of H2SO4(aq) (pH 1.70) electrolyte at room conditions. 

After the modification of electrodes they were utilized as 

cathodes where C electrode was anode. First of all 

dissociation voltages of the electrodes were compared. As 

the datas revealed that CeO2 modified electrode showed the 

lowest dissociation voltage that means the electrolysis 

process initiates the easiest by using CeO2/C electrode 

among all. That explains the charge transfer efficiency is 

trigerred by the Ce ions on C electrode. Also the other 

parameters are supporting this idea as being at maximum 

levels for CeO2/C electrode. All of the maximum density 

values presented after 300 sec. measurement for all of the 

cathode types.  Figure 2 shows the comparison of the H2 (g)  

production, current and charge density value plots of the C, 

ZrO2/C and CeO2/C cathodes vs. C anodes 0.10 M of 

H2SO4(aq)  (pH 1.70) electrolyte containing electrolysis cells. 

 

Figure 2. H2 (g)  production, current and charge density value plots 
of the C, ZrO2/C and CeO2/C cathodes vs. C anodes 0.10 M of 

H2SO4(aq)  (pH 1.70) electrolyte containing electrolysis cells. 

3.4. Evaluation of the electrolysis performance of 

electrodes 

This results exhibits the higher H2 (g)  production volumes 

and cell performances can be achieved by the electrode 

modification such as CeO2 and the group elements.  Priority 

of the fuel cells generation of the high energy outputs but if 

the point is generation and the storage of the H2 (g)  

production performance of the cathode comes forward. It 

pushes the researcher to find new ways to modify electrode 

so with these current and charge density values system 

exhibits promising power outputs. Untill now different 

types of the cells were reported in their specialized 

measurement parameters but it is clear that solid oxide cells 

are gaining huge attention (Ni et al. 2009). Proton exchange 

membrane (PEM) of an electrolysis cell is our next step and 

these electrodes will be adapted to the PEM body and 

measurements will be conducted as well. 

4. Conclusions  

Waste management of the batteries “in terms of coals” 

recovery and development of these wastes are discussed 

here successfully. This is a good attempt to obtain energy 

from wastes in a lab scale set up. Production yields of the 

electrodes can be improved by the choice of the suitable 

electrolyte, may the alkaline medium can be preferred also 

more useful cell type can be selected as solid or PEM 

electrodes can be used in the future experiments. Hydrogen 

storage experiments are also upcoming subject of this 

research.  
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Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of repeated doses of ketamine on hematological parameters in rats. 

Ketamine, general and rapid-acting phencyclidine derivative, is a dissociative anesthetic. Ketamine, which is usually used in laboratory 

animals in combination with xylazine, can be used alone for short-term anesthesia in rats. General anesthesia applications repeated 
several times a day or on different days in animal experiments are used in pharmacokinetic studies where blood or other samples are 

required, in surgical procedures or drug applications on different days under anesthesia, in treatment applications such as painful wound 

care, regular dental care. In this study, 20 adult male Wistar albino rats, weighing between 180-230 g were used. Rats were divided into 

two groups as 10 rats in each group. The rats in the ketamine group received intraperitoneal injection of 10% Ketamine HCl at a dose of 
50 mg/kg every other day for 12 days. The control group received 0.2 ml saline intraperitoneally at the same time. At the end of the 

study, 2 ml blood obtained by intracardiac route was placed in K3EDTA tubes. Hematological parameters include total leukocyte (WBC), 

erythrocyte (RBC), hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin 

concentration (MCHC), mean corpuscular hemoglobin (MCH), erythrocyte distribution width (RDW), lymphocyte (LYM), monocyte 
(MON), neutrophil (NEU), lymphocyte%, monocyte%, neutrophil% levels were measured with autoanalyzer device. According to the 

results, ketamine has statistically decreased only lymphocyte count (p <0.05). In conclusion, ketamine caused changes in the lymphocyte 

values according to the control group; however, since these changes were within the range of reference values reported for rats, it was 

concluded that ketamine can be used safely in laboratory animals. Investigation of the effect of the anesthetic agents on blood parameters 
in laboratory animals is important in terms of the reliability of experimental studies. 

Keywords: Ketamine, Rat, Hematological parameters 

Tekrarlanarak Uygulanan Ketaminin Sıçanlarda Hematolojik Parametreleri Üzerine Etkisi 

Özet: Bu çalışmanın amacı tekrarlanan dozlarda uygulanan ketaminin sıçanlarda hematolojik parametreler üzerine etkisini incelemektir. 

Ketamin, genel ve çabuk etkili fensiklidin türevi dissosiyatif bir anesteziktir. Genellikle laboratuvar hayvanlarında ksilazin ile birlikte 

kullanılan ketamin, sıçanlarda kısa süreli anestezilerde tek başına kullanılabilmektedir. Hayvan deneylerinde günde birkaç kez veya 

farklı günlerde tekrarlanan genel anestezi uygulamaları; kanın veya başka numunelerin gerekli olduğu farmakokinetik çalışmalarda, 
anestezi altında farklı günlerde cerrahi prosedürlerin veya ilaç uygulamalarının yapıldığı çalışmalarda, ağrılı yara bakımı, düzenli diş 

bakımı gibi tedavi uygulamalarında başvurulan bir yöntemdir. Bu çalışmada Wistar-Albino ırkı 180-230 gram ağırlığında, aynı yaş 

grubu, 20 adet ergin erkek sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlar her grupta 10 adet sıçan olmak üzere 2 gruba ayrılmıştır. Ketamin grubundaki 

sıçanlara 12 gün boyunca gün aşırı 50 mg/kg dozunda %10 Ketamin HCl intraperitoneal yolla uygulanmıştır. Kontrol grubuna ise eş 

zamanlı olarak intraperitonal yolla 0,2 ml serum fizyolojik uygulanmıştır. Çalışmanın sonunda intrakardiyak yolla elde edilen kanlar 

EDTA’lı tüplere konulmuştur. Hematolojik parametrelerden Tam kanda total lökosit (WBC), eritrosit (RBC), hemoglobin (HGB), 

hematokrit (HCT), ortalama Alyuvar Hacmi (MCV), ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), ortalama alyuvar 

hemoglobini (MCH), eritrosit dağılım genişliği (RDW) ve lenfosit (LYM), monosit (MON), nötrofil (NEU), lenfosit %, monosit %, 
nötrofil % düzeyleri otoanalizör cihazında belirlenmiştir. Hematolojik olarak sadece LYM değerleri açısından gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur (p<0.05). Elde edilen bulgulara göre ketamin istatiksel olarak sadece lenfosit sayısında 

düşüşe neden olmuştur. Ancak bütün ölçüm değerlerinin referans aralıklar içerisinde olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmada, ketamin 

anestezi protokolünün lenfosit değerlerinde kontrol grubuna göre değişikliklere yol açtığı; ancak, bu değişikliklerin sıçanlar için 
bildirilen referans değerler aralığında olması nedeniyle, ketaminin laboratuvar hayvanlarında güvenle kullanılabileceği sonucuna 

ulaşılmıştır. Laboratuvar hayvanlarında anestezik maddenin kan parametrelerine etkisinin araştırılması, yapılacak deneysel çalışmaların 

güvenilirliği açısından önemlidir. 
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1. Introduction 

Anesthesia is a reversible and controllable condition where 

the perception of pain and other stimulants in the central 

nervous system is prevented. Anesthesia is used for 

anatomy-physiology demonstrations, experimental 

injection, rectal drug/substance applications and surgical 

interventions. The aim of anesthesia is to reduce the fear of 

the experimental animal, to prevent pain related to the 

interference, to provide safe and comfortable interventions 

to the experiment, to protect the researcher (Flecknell, 

1996; Tremoleda et al., 2012). Interventions in laboratory 

animals used in experimental studies should not affect the 

result of the experiment due to pain or anxiety, and for the 

scientific and ethical reasons, the use of appropriate 

anesthetics, analgesics or tranquilizing agents should be 

used (Carbone and Austin, 2016). 

Rats are the most preferred animals for experimental use 

among all laboratory animals. All physiological events in 

humans and other vertebrate animals can be easily studied 

in rats that provide excellent experimental working 

conditions in laboratory conditions (Flecknell, 1996). 

Rodents can be anesthetized with either inhalant gas or 

injectable drugs. Criteria of choice are the ethical use of 

animals, safety for the animals and personnel, cost and 

equipment available in the laboratory setting as well as the 

impact of these compounds or techniques on blood 

parameters (Tremoleda et al., 2012) 

Ketamine, general and rapid-acting phencyclidine 

derivative, is a dissociative anesthetic. It was synthesized 

in 1962 by Calvin Stevens. It was first used in the clinic in 

1965. It was released in 1970 for clinical use (Liu et al., 

2016). Ketamine is the only anesthetic with analgesic, 

hypnotic and amnesic effects and, unlike other intravenous 

anesthetics, has no depressant effect. The analgesic effect 

of ketamine is strong and the narcotic effect is mild. It has 

the lowest hallucinogen potential in phencyclidine 

derivatives (Gao et al., 2016).  Ketamine crosses the 

blood-brain barrier quickly because it has low molecular 

weight and high lipid solubility. The maximum effect 

occurs in about 1 min. Ketamine does not cause respiratory 

and cardiovascular depression complications that occur 

frequently during the use of other anesthetic agents and 

provides good anesthesia. The duration of action is dose-

dependent, but its effect is short-time due to its rapid 

dissipation from brain tissue to other tissues. Ketamine 

causes a cataleptic condition called central dissociative 

anesthesia in the central nervous system, in which 

communication with the patient cannot be established but 

the patient can be seen as awake, there are skeletal muscle 

movements and tonus independent of the painful stimulus, 

and the patient is under amnesic and deep analgesic 

effects.  Patients have deep analgesia, eyes are open, 

protective reflexes (cornea, coughing, swallowing, 

retching) are active in ketamine anesthesia. Also, blood 

pressure and heart rate increase in this anesthesia (Lodge 

and Mercier, 2015; Gao et al., 2016; Jonkman  et  al., 

2017). 

Although its mechanism of action is not well understood, 

ketamine appears exerts complex pharmacological actions 

including inhibition of biogenic amine uptake, binding to 

opioid receptors, and inhibition of N-methyl D-aspartate 

(NMDA) receptors. Because of the involvement of spinal 

NMDA receptors in the process of central sensitization, 

this agent may reduce pain perception and induce sedation 
(Kohrs and Durieux, 1998).  

Ketamine is used as a general anesthetic in all kinds of 

large and small operations in animals. It can be safely used 

alone in inspections for diagnosis, in the capture of wild 

animals and in situations requiring anesthesia. It is also 

used to create short-term anesthesia to facilitate intubation 

before anesthesia by inhalation. Ketamine, which is 

usually used in laboratory animals in combination with 

xylazine, can be used alone for short-term anesthesia in 

rats (Hall and Clarke, 1991; Stoelting, 1999). 

General anesthesia applications repeated several times a 

day or on different days in animal experiments are used in 

pharmacokinetic studies where blood or other samples are 

required, in surgical procedures or drug applications on 

different days under anesthesia, in treatment applications 

such as painful wound care, regular dental care (Albrecht, 

2014). Specifically, during experimental wound studies, 

experimental animals are exposed to anesthetics such as 

ketamine 3-5 times before biopsy from the wound to 

examine the wound healing stages. It is not clear how and 

in what time hematological functions are affected by 

anesthesia which is thought to temporarily suppress 

cognitive functions. Therefore, the aim of this study was to 

investigate the effect of repeated doses of ketamine on 

hematological parameters in rats. 

2. Materials and Method  

2.1. Drugs  

Ketamine was obtained from Richter pharma ag, Austria 

(Ketasol® %10 flacon).  

2.2. Animals 

 In this study, 20 adult male Wistar albino rats, weighing 

between 180-230 g were used. After the necessary 

permission was received (Protocol No: 2013/294) from 

Y.Y.Ü Animal Experiments Local Ethics Committee, 

animals obtained from Y.Y.Ü Experimental Medicine 

Research and Application Center were housed in rooms 

with 12 hours light - 12 hours dark lighting up, 

automatically adjusted temperature (22 ± 2 0C) and 

humidity (%45-50) again in the same place during 

experiment, and they were fed with city water supply and 

standard pellet diet (Van Feed Factory), food and water 

intake were made free. 

 

2.3. Experimental design 

20 male rats were divided into two groups, as 10 rats in 

each group. These groups were made up as follows, 

including one of them with the application of ketamine, 

and one of them as the control group. The rats in the 

ketamine group received an  intraperitoneal injection of 

10% Ketamine HCl at a dose of 50 mg/kg every other day 

for 12 days. The control group received 0.2 ml saline 

intraperitoneally at the same time. At the end of the study, 

rats were sacrificed under ketamine anesthesia. Blood 

samples obtained by intracardiac route were placed into 

EDTA capped bottles.  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-methyl%20D-aspartate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/NMDA
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/NMDA
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2.4. Hematological analysis 

     Hematological parameters include Total leukocyte 

(WBC), Erythrocyte (RBC), Hemoglobin (HGB), 

Hematocrit (HCT), Mean Corpuscular Volume (MCV), 

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC), 

Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH), Erythrocyte 

Distribution Width (RDW), lymphocyte (LYM), monocyte 

(MON), neutrophil (NEU), lymphocyte%, monocyte%, 

neutrophil%, levels were measured with autoanalyzer 

device (Abacus Junior Vet 5, Diatron, Hungary). 

2.5. Statistical analysis 

The statistical analysis of the data was carried out with the 

SPSS software 10.0 ( SPSS Inc., Chicago, IL, U SA). 

Paired t test were used to compare the hematologic 

parameters. Values obtained were expressed as mean ± 

S.D. The differences were considered to be significant 

when P < 0.05. 

 

3. Results  

The results of hematological parameters obtained from the 

blood taken at the end of the study in the experimental 

groups are given in Table 1. 

 
 Table 1. Mean (±SEM) values of hematological parameters 

Parameters Control Ketamine P Reference 

WBC 9.58±1.05 8.18±4.11 0.187 2.1-19.5 

LYM 7.40±0.73b 5.59±2.93a 0.021 2-14.1 

MON 0.37±0.16 0.48±0.43 0.402 0-0.98 

NEU 1.81±0.43 2.11±2.07 0.543 0.1-5.4 

LY% 77.30±1.45 72.22±15.40 0.206 55-97 

MO% 3.95±1.73 5.48±3.65 0.221 0-5 

NE% 18.72±3.04 24.29±19.11 0.105 2-31 

RBC 8.84±0.47 8.59±1.04 0.461 5.3-10 

HGB 14.60±0.62 12.54±1.47 0.218 14-18 

HCT 48.80±1.85 48.79±5.07 0.993 35-52 

MCV 55.00±0.81 56.95±2.05 0.077 50-62 

MCH 16.52±0.65 16.72±1.95 0.714 16-23 

MCHC 29.92±0.76 23.92±17.76 0.129 31-40 

RDWC 15.27±0.68 15.14±0.82 0.741 - 

Different letters in the same coloumn indicate statistical 
significance (p<0.05). 

     In this study, there were no significant differences 

between groups for hematological parameters. Only, 

ketamine statistically decreased lymphocyte count (p 

<0.05). 

 

 

 

 
Figure 1. Hematological parameters 

 

4. Discussion 

Nowadays, it is required that anesthesia or analgesia be 

used during surgery in experimental animals because of 

the concerns regarding animal welfare. Therefore, it is 

important to understand how anesthesia affects the health 

conditions of experimental animals. Hematological 

parameters are important indices of the physiological and 

pathological status for both humans and animals (Adeneye 

et al., 2006). 

We determined that there are no hematological changes in 

rats after ketamine administration in this study. But only, 

there is a decrease in lymphocyte counts according to the 

control group; however, this decrease was within the range 

of reference values for rats according to the autoanalyzer 

device. Çamkerten et al. (2013) reported that there were 

not significant differences between baseline and during 

anesthesia values of WBC, RBC, PLT, HCT and HGB of 

xylazine-ketamine anesthesia on Bozova greyhounds. 

Alsobayıl et al. (2018) evaluated the anesthetic effects on 

young hamadryas baboons (Papio hamadryas) of 

xylazine–ketamine compared to diazepam–ketamine. They 

observed no significant difference in complete blood 

count. Chauhan and Pandey (2006), determined that PCV, 

HGB, RBC and WBC count did not show any significant 

change in fentanyl-ketamine combinations in dogs. 

However, lymphocytosis with neutropenia was noticed. 

Some authors (Tobias and Schertel, 1992; Gülanber et al., 

2001; Atalan et al., 2002) emphasised that there are no 

significant alterations in venous RBC, WBC, HCT and 

HGB values for the combination of ketamin and xylazine 

and this indicated good tissue perfusion during the 

anesthesia in dogs. Our finding is in agreement with the 

findings of these studies.          
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In another study with results contradictory to ours, 

Hashemnia et al. (2018) evaluated the effects of long-term 

administration of ketamine on some hematological in 

Sprague-Dawley rats. Ketamine caused an increase in the 

number of WBC as compared to the control group at the 

days of 0, 20, 40, and 60 post-injection. These differences 

between our study and this study may be due to the time of 

application and the breed of animal. Also, Lelovas et al. 

(2017) examined the effect of three different anaesthetic 

protocols (dexmedetomidine/ketamine intramuscularly 

(0.25 mg/kg and 50 mg/kg respectively), or isoflurane 0.2 

ml on cotton inside a syringe case, or isoflurane 

administered by vaporiser (5% induction and 2-3% 

maintenance of anaesthesia, delivered in oxygen flow 1 

L/min) on hematological and biochemical parameters of 

Wistar Albino rats. They stated that the different anesthetic 

protocols had no statistically significant effect on WBC, 

NEU, MON, EU, BA, and platelets, while their impact on 

RBC, HCT and HGB values was statistically significant 

(p<0.05). Demirkan et al. (2002) were reported that a 

decrease PCV count and an increase of WBC count in 

ketamine- xylazine anesthesia in the dog. Yohannes (2018) 

stated that after the administration of ketamine alone, and 

xylazine-ketamine combinations, HGB, WBC, RBC, 

LYM, MON were decreased non-significantly, but NEU 

was increased non-significantly in dogs.  

5. Conclusions  

In conclusion, ketamine caused changes in the lymphocyte 

values according to the control group; however, since 

these changes were within the range of reference values 

according to the autoanalyzer device, it was concluded that 

ketamine can be used safely in laboratory animals. 

Hematological indexes are very important parameters used 

in the evaluation of physiological conditions. 

Lymphocytes are involved in a variety of immunological 

functions, such as immuno-globulin production and 

modulation of immune defense (Campbell, 1996). There 

are many different reasons for the decrease in the number 

of lymphocytes in the blood. Nutritional deficiencies, 

stress, and prolonged fasting can lead to a decrease in 

lymphocyte count. Investigation of the effect of the 

anesthetic agent on blood parameters in laboratory animals 

is important in terms of the reliability of experimental 

studies. 
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Özet: Maternal dönemde folik asit suplemantasyonunun gebe ratlarda bozulmuş glukoz toleransına etkisinin değerlendirilmesi 

amacıyla planlanmıştır. Çalışmada daha önce çiftleşmemiş 8-10 haftalık 12 wistar dişi rat çiftleştirilmiştir. Gebe kalan ratlar 

randomize bir şekilde kontrol (n:6) ve deney grubu (n:6) olmak üzere 2 gruba ayrılmıştır. Ratlara folik asit içerikleri farklı olacak 
şekilde 2 ayrı beslenme protokolü uygulanmıştır. Gebelik boyunca kontrol grubuna insan gebelerde 400 mcg/gün değerine eşdeğer 

olan ve Amerikan Beslenme Enstitüsü’nün Kemirgen Diyetleri kapsamında gebelik süresince ratlara yönelik belirlenmiş olan AIN-

93G formülasyonlu diyetteki folik asit miktarı referans alınarak 2 mg/kg folik asit içeren standart yem, deney grubu için insan 

gebelerde upper level (1000 mcg/gün) alım düzeyine denk gelen normal rat gereksinmesinin 2.5 katı olan 5 mg/kg folik asit içeren 
yemle gebelik boyunca ad libitum beslenmeleri sağlanmış ve su verilmiştir. Gebelik dönemi boyunca annelerin yem tüketimi ve 

vücut ağırlıkları takibi yapılmıştır. Gebeliğin 16. gününde ratlara oral glukoz tolerans testi uygulanmıştır. Gebelik süresince günlük 

ortalama besin tüketim miktarı kontrol grubunda 19,2±1,11 g iken deney grubunda 17,6±0.42 g olarak bulunmuştur (p<0.05).  

Deney grubunun folik asit alımları dışında enerji, makro ve mikro besin ögesi alımlarının kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde 
düşük olduğu saptanmıştır (p<0.05). Deney grubunun başlangıç, 15., 30., 60., 90. ve 120. dakikadaki kan glukoz değerleri kontrol 

grubundan daha yüksek olduğu saptanmıştır (p>0.05). Annelerin gebelik döneminde maruz kaldığı folik asit miktarı arttıkça glikoz 

intoleransı riski arttırmaktadır. Bu durum gebelerde gestasyonel diyabeti ve gebelik sonrasında ise tip 2 DM gelişme riskini 

arttırabileceği düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: gebe, folik asit, glukoz intoleransı 

 

Evaluation of The Effect of Maternal Folic Acid Supplementation on Impaired Glucose 

Tolerance in Pregnant Rats 

Abstract: This study was planned to evaluate effect of folic acid supplementation on impaired glucose tolerance in pregnant rats. 

Wistar 8-10 weeks old female rats (n:12) were mated and were randomly divided into two groups:control (n:6) and experimental 

(n:6) group. Two different feeding protocols were administered during pregnancy. Control group were fed with standard diet 
containing 2 mg/kg folic acid in reference to the amount of folic acid in the diet of AIN-93G formulation, which is determined for 

rats by the Rodent Diets of American Nutrition Institute and which is equivalent to 400 mcg/day in pregnant women and 

experimental group were fed with containing 5 mg/kg folic acid which is 2.5 times the normal rats requirement corresponding to 

the upper level (1000 mcg/day) intake in pregnant womens during pregnancy. Body weight and food intake of mother rats were 
monitored during the gestation period. Oral glucose tolerance test was performed on the 16 th day of pregnancy. The mean daily 

food consumption was 19.2±1.11 g in the control and 17.6±0.42 g in the experimental group during pregnancy (p<0.05). Apart 

from the folic acid intake of the experimental group, energy, macro and micro nutrients intakes were significantly lower than the 

control group (p<0.05). Blood glucose values of the experimental group at the beginning, 0th, 15th, 30th, 60th, 90th, and 120th minutes 
were higher than the control group (p>0.05). As the amount of folic acid exposed to mothers during pregnancy increases, the risk 

of glucose intolerance increases. This may increase gestational diabetes during pregnancy and increase the risk of type 2 DM after 

pregnancy. 

Keywords: pregnancy, folic acid, glucose intolerance 

© EJBCS. All rights reserved. 
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1. Giriş 

Gebelik süresi boyunca fetüsün büyüme ve gelişmesi için 

gerekli olan besin ögesi gereksinmeleri anneden 

sağlanmakta olup maternal beslenme fetal sağlığı 

etkilemektedir (Mahan ve Raymond 2016). Konsepsiyon 

dönemden doğuma kadar maternal fizyolojide belirgin 

değişiklikler görülmektedir. Gebelik boyunca fetüsün 

büyüme ve gelişimin hızlı olmasından dolayı gebenin artan 

enerji, mikro ve makro besin ögesi gereksinimlerinin 

karşılanması önem kazanmaktadır (Kaiser ve Campbell 

2014). Gebelik döneminde günlük enerji gereksinmesindeki 

artışla beraber B grubu vitaminleri ve özellikle folata olan 

gereksinim artmaktadır (Samur 2015).   

Optimal maternal serum folat düzeyinin, fetüs sağlığı ve 

nöral tüp defektinden (NTD) koruyucu rolünden dolayı, 

prekonsepsiyonel ve gebelik döneminde folik asit desteği 

önerileri önem kazanmıştır (Krishnaveni et al. 2014). 

Gebelik döneminde artan folat gereksinmesinin besinlerle 

karşılanması mümkün olmadığından, gebelerde folik asit 

desteği tüm dünyada önerilmektedir (Rabiu et al. 2012, Al-

Darzi et al. 2014, Alebous et al. 2014). Dünya Sağlık Örgütü 

(World Health Organization: WHO) 1968 yılında 

profilaktik olarak gebelik boyunca folik asit alımını 

önermekte olup 1998 yılından bu yana önerilen ek folik asit 

desteğinin miktarı 400 mcg/gün olarak belirlemiştir (Procter 

and Campbell 2014). Ülkemizde de WHO önerileri 

doğrultusunda doğurganlık çağındaki tüm kadınların 

prekonsepsiyonel dönemden başlayarak gebeliğin ilk üç ayı 

boyunca besin kaynaklarına ek olarak 400 mcg folik asit 

desteği verilmesi gerektiği vurgulanmaktadır (Mahan and 

Raymond 2016). Ancak profilaktik olarak verilen bu miktar 

bazı durumlarda arttırılmalıdır. Özellikle geçmişinde NTD 

öyküsü olanlarda 5 mg kadar folik asit verilmektedir 

(Czeizel et al. 2013). Fakat bazı ülkelerde bu riskin olup 

olmadığına bakılmaksızın yüksek miktarlarda folik asit 

desteği uygulanabilmektedir. Örneğin; Hindistan’da tüm 

gebelere 500 mcg folik asit desteği uygulanmakta iken pek 

çok hekim tarafından NTD’yi önlemek amacıyla rutin 

olarak gebeliğin erken döneminde yüksek dozda (5 mg/gün) 

folik asit desteğinin uygulandığı belirtilmektedir. Ayrıca 

gebe kadınların çoğunun gebeliğinin on ikinci haftasından 

sonrada; yani nöral tüp defekti riskinin ortadan kalkmış 

olmasına rağmen folik asit kullanmaya devam ettiği 

bildirilmiştir (Yajnik et al. 2008).  

Düşük maternal folat düzeyinin fetal sağlığı üzerine 

olumsuz etkilerinin yanında yüksek maternal folat 

seviyelerinin ve artmış folik asit alımının olumsuz sağlık 

sonuçlarıyla ilgili endişeler dikkat çekmektedir. Son 

dönemde araştırmalar, maternal dönemde maruz kalınan 

yüksek miktarlardaki folik asitin gebe için olası olumsuz 

sağlık etkilerini araştırmaya odaklanmaktadır (Morakinyo 

et al. 2019, Yang et al. 2017, Huang et al. 2014). İnsan ve 

hayvan çalışmalarının bazılarında yüksek maternal folat 

düzeyleri ve maternal dönemde artmış folik asit desteğinin 

gebelerde gestasyonel diyabetle ilişkisi gösterilmiş olmakla 

beraber henüz bu ilişkinin mekanizması belirlenebilmiş 

değildir. Ancak olası mekanizmalar üzerinde 

çalışılmaktadır (Hu et al. 2019, Lai et al. 2018, Yang et al. 

2017, Keating et al. 2015, Huang et al. 2014, Krishnaveni et 

al. 2014, Yajnik et al. 2008).  Bu çalışma maternal dönemde 

folik asit suplemantasyonunun gebe ratlarda bozulmuş 

glukoz toleransına etkisinin değerlendirilmesi amacıyla 

planlanmıştır.  

2. Materyal ve Yöntem 

Çalışmada kullanılan Wistar türü dişi ratlar, Gazi 

Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma 

Merkezi’nden temin edilmiştir. Çalışmaya 8-10 haftalık 

daha önce çiftleşmemiş aynı soydan gelen dişi ratlar dahil 

edilmiştir. Teslim alınan ratlar 0.1 grama duyarlı hassas 

terazi ile ölçülerek kafeslerine yerleştirilmiştir.  Oda 

sıcaklığı 21±2 C, bağıl nemi % 35-40, kafes içi ışık şiddeti 

40 lüks, ışık periyodu 12 saat aydınlık/ 12 saat karanlık, 

gürültü düzeyi 85 dB’in altında kalacak şekilde kontrollü ve 

hava değişimini 10-16/saat olacak şekilde sağlayabilen 

havalandırma sisteminin mevcut olduğu bir ortamda 

barındırılmıştır. Dişi ratlar (12 rat) iki haftalık alışma 

sürecinden sonra çiftleştirilmiştir. Çiftleştirme işlemi için 

10 adet Wistar türü erkek rat kullanılmıştır. Vajinal plak 

gözlenen dişi ratlarda çiftleşmenin gerçekleştiği kabul 

edilmiş ve gebeliğin sıfırıncı günü olarak alınmıştır. 

Çalışmaya dahil edilen ratlara diyet müdahalesinin 

öncesinde, iki hafta boyunca aynı içme suyu ve standart 

laboratuvar yemi ad libitum olarak verilmiştir. Gebe kalan 

ratlar randomize bir şekilde kontrol ve deney grubu olmak 

üzere 2 gruba ayrılmıştır. Kontrol ve deney grubundaki tüm 

gebe ratların diyet müdahalesinin yapıldığı süre boyunca ad 

libitum beslenmeleri sağlanmıştır. Ratlara folik asit 

içerikleri farklı olacak şekilde iki ayrı beslenme protokolü 

uygulanmıştır.  Gebelik boyunca kontrol grubuna insan 

gebelerde 400 mcg/gün değerine eşdeğer olan ve Amerikan 

Beslenme Enstitüsü’nün Kemirgen Diyetleri kapsamında 

gebelik ve laktasyon süresince ratlara yönelik belirlenmiş 

olan AIN-93G formülasyonlu diyetteki folik asit miktarı 

referans alınarak 2 mg/kg folik asit içeren standart yem, 

deney grubuna ise insan gebelerde (tolere edilebilir üst 

düzey) upper level (1000 mcg/gün) alım düzeyine denk 

gelen normal rat gereksinmesinin 2.5 katı olan 5 mg/kg folik 

asit içeren yemle gebelik boyunca ad libitum beslenmeleri 

sağlanmış ve su verilmiştir. Gebelik dönemi boyunca anne 

ratların hafta içi her gün aynı saatte (16.00-17:30) yem 

tüketimi ve vücut ağırlıkları 0,1 grama duyarlı mutfak 

terazisiyle ölçülmüştür. Gebeliğin 16. gününde 

(Bonaventura et al. 2017) ratlara 16 saatlik açlık sonrasında 

gavaj yoluyla 2 g glukoz/kg vücut ağırlığı verilmiş oral 

glukoz tolerans testi (OGTT) uygulanmıştır (Ghezzi et al. 

2012). 0, 15, 30, 60, 90, ve 120. dakikalarda kuyruk venden 

kan alınarak glukometre aracılığıyla kan glukoz düzeylerine 

bakılmıştır.   

Bu çalışma Gazi Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu tarafından 15.01.2018  tarihinde G.Ü.ET-18002 

kayıt numaralı araştırma projesi olarak onaylanmıştır. 

Çalışmanın tüm aşamalarında Gazi Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu esaslarına uygun çalışılmıştır. 

Araştırmanın bütçesi Gazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma 

Projeleri (BAP) Birimi’nden karşılanmıştır (Proje Kod No: 

47/2018-02). 
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3. Bulgular 

Araştırmada kullanılan maternal ratlara ilişkin ortalama 

gebeliğe başlangıç ağırlığı, gebelik süresince toplam ağırlık 

kazanımı ve batın sayısı Tablo 1’de gösterilmiştir. Gebeliğe 

başlangıç ağırlıkları açısından kontrol ve deney grubu 

arasında istatiksel açıdan önemli bir fark bulunmamıştır 

(p>0.05). Gebelik süresince toplam ağırlık kazanımı deney 

grubunda daha düşük bulunmuştur (p>0.05) ancak bu fark 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı belirlenmiştir. Batın 

sayısı ortalaması kontrol grubunda 10,5±1,64  ve deney  

grubunda ise 9,0±3,74 olup, gruplar arasında istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0.05).  

 

Tablo 1. Maternal özelliklerin değerlendirilmesi 

 

Maternal özellikler 

Kontrol Deney  

x̄±SS x̄±SS p 

Gebeliğe başlangıç 

ağırlığı (g) 

209,1±5,41 207,2±4,87 0,336 

Gebelik süresince toplam 
ağırlık kazanımı (g) 

99,5±4,76 89,8±4,62 0,064 

Batın sayısı 10,5±1,64 9,0±3,74 0,229 

 

Gebelik dönemi boyunca günlük ortalama besin tüketimi 

açısından değerlendirildiğinde kontrol grubunun günlük 

ortalama besin tüketiminin deney grubundan anlamlı 

düzeyde daha yüksek olduğu belirlenmiştir (K: 19,2±1,11 g 

ve D: 17,6±0.42 g, D2: 18,0±1,37 g, p<0.05). Gebelik 

döneminde anne ratların maternal diyet özelliklerine göre 

günlük ortalama enerji, makro ve mikro besin ögesi alım 

miktarları Tablo 2’ de gösterilmiştir. Kontrol grubunun 

ortalama folik asit, B1, B2, ve B6 vitamin alımları dışında 

enerji, makro ve mikro besin ögesi alımları deney 

grubundan daha yüksek olduğu belirlenmiştir (p>0,05). 

Deney  grubunun günlük ortalama folik asit alımı ve vücut 

ağırlığı başına düşen folik asit miktarı (p<0,05) kontrol 

grubundan daha yüksek ve gruplar arasında önemli fark 

olduğu saptanmıştır (p<0.05).  

 

Tablo 2. Gebelik döneminde anne ratların maternal diyet 

özelliklerine göre günlük ortalama enerji, makro ve mikro 

besin ögesi alım miktarları 

Enerji ve Besin Ögeleri Kontrol Deney 

x̄±SS x̄±SS 

Enerji (kkal/gün)* 73,6±4,28 67,5±1,63 

Yağ (g/gün)* 1,0±0,06 0,9±0,02 

Protein  (g/gün)* 3,3±0,18 3,0±0,07 

Karbonhidrat (g/gün)* 12,9±0,75 11,8±0,28 

Folik asit (mcg/gün)* 38,4±2,23 88,0±2,12 

Folik asit (mcg/kg/gün)* 48,0±2,86 111,7±2,92 

B1 vitamini   (mg/gün)* 0,4±0,02 0,3±0,01 

B2 vitamini   (mg/gün)* 0,4±0,02 0,3±0,01 

B6 vitamini   (mg/gün)* 0,3±0,02 0,3±0,01 

B12 vitamini (mcg/gün)* 7,9±0,45 7,2±0,17 

C vitamini   (mg/gün)* 0,4±0,02 0,3±0,01 

Kalsiyum    (mg/gün)* 177,7±10,34 163,0±3,93 

Fosfor (mg/gün)* 144,5±8,40 132,5±3,19 

Demir   (mg/gün)* 3,4±0,19 3,1±0,07 

* p<0,05 

Anne ratların oral glikoz tolerans test sonuçlarına göre kan 

glukoz değerleri Tablo 3’de gösterilmiştir. Deney  grubunun 

başlangıç, 60. dakika, 90. dakika ve 120. dakikadaki kan 

glukoz değerleri kontrol grubundan daha yüksek 

bulunmuştur fakat gruplar arasındaki fark istatiksel olarak 

önemli değildir (p<0,05). 

Tablo 3. Anne ratların oral glukoz tolerans test sonuçlarına 

göre kan glukoz değerlerinin değerlendirilmesi (mg/dL) 

 
Kontrol Deney 

Kan glukoz değerleri (mg/dL) x̄±SS x̄±SS 

OGTT-0. dakika (mg/dL) 80,8±6,67 88,6±11,25 

OGTT-15. dakika (mg/dL) 112,8±17,45 117,5±23,56 

OGTT-30. dakika (mg/dL) 112,6±10,87 117,6±12,09 

OGTT-60. dakika (mg/dL) 89,6±9,66 106,5±13,54 

OGTT-90. dakika (mg/dL) 84,1±12,35 99,8±10,75 

OGTT-120. Dakika(mg/dL) 83,6±9,75 97,0±7,66 

 

4. Tartışma  

Folik asit desteği alan ve almayan aynı yaş grubu gebelerde 

gestasyonel diabetes mellitus (GDM) riskinin incelendiği 

bir çalışmada, desteği alan gebelerde GDM riskinin azaldığı 

ileri sürülmüştür. Folik asit desteği kullanan gebelerde, 

uygulanan folik asit desteğinin 800 mcg’ı aşmadığı 

belirtilmektedir. Çalışmada uygulanan folik asit desteğinin 

miktarı, önerilen folik asit desteğinden miktar olarak (400 

mcg) fazla olmasına rağmen tolere edilebilir üst düzey 

miktarından (1000 mcg) düşüktür ve çalışmada verilen 

miktarın gebe sağlığını teşvik ettiği gösterilmiştir. (Li et al. 

2015). Yapılan bir başka çalışmada ise gebelik öncesi 

dönemden başlayarak yeterli (>400 mcg) miktarda folik asit 

alan gebelerin, yetersiz düzeyde folik asit alan gebelere göre 

(<400 mcg) daha düşük GDM riski taşıdığı belirtilmiştir (Li 

et al. 2019). Fakat yakın zamanda Çin’de gebe kadınlarda 

yürütülen kohort bir çalışma sonucunda, gebeliğin ilk 

trimesterinde uygulanan günlük folik asit desteğinin GDM 

riskini iki katından fazla arttırdığı gösterilmiştir. Hatta ilk 

trimesterda folik asit desteği alan ve gebelik öncesi fazla 

kilolu kadınların (BKİ >25 kg/m2) folik asit desteği 

almayan normal ağırlıktaki kadınlara göre 5.63 kat daha 

fazla GDM riskine sahip olduğu belirtilmiştir. Çalışmanın 

en önemli sınırlılığı ise, GDM riskinin değerlendirilmesinde 

folik asit desteği alan ve almayan gebeler arasında 

karşılaştırma yapmış olmasına rağmen, destek alan 

gebelerin maruz kaldığı folik asit miktarı belirtilmemiştir 

(Zhu et al. 2016). Bu çalışmada ise tüm ratlara folik asit 

desteği sağlanmıştır ve en yüksek miktarda folik asite maruz 

kalan annelerin glukoz intolerans testi sonuçlarına göre, 

başlangıç, 60. dakika, 90. dakika ve 120. dakikadaki kan 

glukoz değerleri tolere edilebilir üst düzeyde folik asit 

desteği uygulanan anne ratlarda daha yüksek olduğu 

saptanmıştır. Tüm gruplardaki anne ratların OGTT 

değerleri normal aralıkta olsada önerilen miktarın üzerinde 

folik asite maruz kalan annelerin kan glukoz değerleri artma 

eğilimi göstermektedir. Maruz kalınan folik asit miktarı 
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tolere edilebilir üst düzeylerine ulaştığında annelerde 

bozulmuş glukoz toleransı gelişimi risk oluşturmaktadır ve 

artmış folik asit alımının bozulmuş glukoz toleransı riskini 

arttırabileceği söylenebilir. 

5. Sonuç ve Öneriler 

Gebelik döneminde uygulanan folik asit desteğinin önerilen 

miktarların üzerine çıkması gebelik döneminde bozulmuş 

glukoz toleransına olan yatkınlığı arttırabilir. Bu nedenle 

gebelerin; folik asit suplemantasyonu uygulamasında doza 

dikkat edilmelidir. Gebelere folik asit önerisinde 

bulunurken miktar konusunda dikkatli olunmalıdır. Risk 

taşımayan gebelerde WHO önerisi doğrultusunda 

suplemantasyon (400 mcg/gün) uygulanmalı ve tolere 

edilebilir üst alım düzeyini (1000 mcg) aşmayacak şekilde 

uygun sürelerde yapılmasına dikkat edilmelidir.  

Teşekkür 

Bu çalışmanın yürütülmesinde maddi destek destek 

sağlayan Gazi Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

(BAP) birimine teşekkür ederiz. 
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Özet: Bir endotoksin olarak  lipopolisakarit (LPS), gram negatif bakterilerin hücre duvarının bir parçasını oluşturur ve canlı dokuya 

girdikten sonra akut bir iltihabın başlatılmasından sorumludur. Bu çalışmada erkek sıçanlar kontrol ve uygulama grupları olmak 

üzere toplam sekiz gruba ayrılmıştır. Uygulama grupları: Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg vücut ağırlığı (va) artan doz grupları, 
LPS-uygulanan grup (30 mg/kg va intraperitonel yoldan LPS verildi), LPS+ Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg va artan doz grupları.  

Apilarnil’in 0,2, 0,4 ve 0,8 g/kg artan dozları sıçanlara 1 ml oral gavaj olarak verildi.  Komet yöntemi ile böbrek hücrelerinin DNA 

yapısındaki değişiklikler 6 saat sonunda kontrol grubuyla karşılaştırıldı. LPS-uygulanan grupla LPS+Apilarnil uygulanan grup 

karşılaştırıldığında, DNA hasarı 6 saatin sonunda önemli ölçüde artmıştır. LPS+Apilarnil uygulanan grupta, uygulama süresi 
sonunda kuyruk yüzde DNA'sı, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti önemli ölçüde azalmıştır. Sonuç olarak, LPS'ye karşı farklı 

dozlarda Apilarnil’in kullanılan gruplar karşılaştırıldığında yüksek dozda Apilarnil’in kullanılmasının daha koruyucu olduğu tespit 

edilmiştir. 

Keywords: LPS, Apilarnil,  Toksisite, DNA, Böbrek 

Protective role of apilarnil and acute toxic effect of LPS on kidney DNA 

Abstract: Lipopolysaccharide as an endotoxin forms part of the cell wall of gram-negative bacteria and is responsible for initiating 

an acute inflammation after entering live tissue. In this study, male rats were divided into eight groups as control and treatment 

groups. Treatment groups are Apilarnil 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg body weight (bw) increasing dose groups, LPS-treated group (LPS, 

30 mg/kg bw was given to the LPS group intraperitoneally), LPS+Apilarnil increased dose groups of 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg bw. 

Apilarnil increased doses of 0,2, 0,4 and 0,8 g/kg were used, and 1 ml oral gavage was administered to the rats. LPS was given to 
the LPS group (30 mg/kg bw) intraperitoneally. Changes in DNA structure of kidney cells by comet assay were compared with 

control group after 6 hours. When LPR-treated group and LPS+Apilarnil applied group were compared, DNA damage increased 

significantly after 6 hours.  In the LPS+Apilarnil treated group, the tail percentage DNA, tail length and tail moment were 

significantly reduced at the end of the application period. In conclusion, the use of high doses of Apilarnil with different doses 
against LPS.  

Anahtar Kelimeler: LPS, Apilarnil, Toxicity, DNA, Kidney 
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1. Giriş  

Endotoksin, gram negatif bakterilerin hücre duvarlarının bir 

parçasıdır ve canlı dokuya girdikten sonra akut bir 

enflamasyonun başlamasından sorumludur (Lohuis ve ark., 

1988). Endotoksin molekülü, lipopolisakkarit (LPS) 

tabakasında bulunmaktadır (Fısgın, 2004). Hücre yıkımının 

hızlı büyümesi sırasında gelişen endotoksemi, bir dizi 

olayların sırasını tetikleyen anahtar bir moleküldür. Sepsis, 

bakterilerin parçalanmasıyla salınır ve endotoksemiye 

neden olur (Tizard, 1992).  

Deneysel çalışmalar, hayvanlarda sepsis/endotoksemiyi 

indüklemek için LPS uygulamalarının yapılabileceğini 

göstermiştir. LPS, birçok araştırmacı tarafından tavşan, 

sıçan, fare, köpek, keçi, at, bufalo veya sığır gibi 

hayvanlarda deneysel endotoksemi üretmek için 

kullanılmıştır (Elmas ve ark., 2006; Turgut ve ark., 2006; 

Yazar ve ark., 2004; Bieniek ve ark., 1998; Jacopsen ve ark., 

2005). LPS kullanılarak metabolik, immünolojik, 

fizyolojik, toksikolojik ve farmakolojik çalışmalar septik 

şok ile gerçekleştirilmektedir (Hardaway, 2000).  
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Septisemi sırasında, sitokinler, kemokinler, trombosit 

aktivasyon faktörü, interferon-gama, prostaglandinler, 

lökotrienler ve proteazlar gibi bir dizi uyarıcı faktörlerle 

makrofajlar, nötrofiller, endotel ve epitel hücreleri gibi 

farklı hücreler aktive edilebilir. Bu olaylar, ortaya çıkan 

reaktif oksijen türleri (ROT) ile birlikte immün hücre 

aktivasyonunu da beraberinde getirir (Xu ve ark., 2014). 

Hücreler fizyolojik koşullar altında antioksidan savunma 

sistemi sayesinde hafif oksidatif stresi tolere edebilir. Diğer 

bir deyişle, tüm biyolojik hücreler tolere edilebilir seviyede 

oksidatif stres altında normal koşullara sahiptir. Bununla 

birlikte, savunma sistemlerinin yeterli olmadığı 

durumlarda, ROT ile antioksidanlar arasındaki denge 

tehlikeye girer ve böylece hücrelerde makromoleküller 

zarar görür (Lee ve ark., 2018; Nur ve ark. 2016a; Nur ve 

ark. 2018b;). Serbest radikaller oksidatif strese neden olur 

ve oksidatif stres ile endotoksik şok yüksek mortalite 

gösterir (Lee ve ark., 2018). 

Son yıllarda alternatif tedavi seçeneklerinin, tıbbi tedaviye 

ilave olarak özellikle beşerî hekimlik alanında, giderek 

artan bir şekilde önem kazanmıştır. Apilarnil’in (erkek larva 

özütü) Güney Afrika’da (Burkina Faso) gastrointestinal 

hastalıklar, solunum yolu hastalıkları, vertigo, oftalmik 

hastalıklar, diş ağrısı, kas yorgunluğu, yara, yanık ve sırt 

ağrıları ve cilt temizleyici bir ajan olarak kullanımının 

yanında özellikle erkek kısırlığında başarıyla kullanıldığı 

bildirilmektedir (Altan ve ark., 2013). Yapılan çalışmada, 

erkek ve dişi bireylere (28-55 günlük) prepubertal periyot 

boyunca düşük ve yüksek dozda (2,5 mg/kg, 7,5 mg/ kg) 

apilarnil verilmiş gelişme performansı, testiküler ağırlık, 

sekonder eşey karakterleri, kan lipidleri ve testosteron 

seviyesi analiz edilmiştir (Altan ve ark., 2013). Apilarnil, 

bireylerde gelişme performansı üzerine pozitif bir etki 

göstermemiştir. Biyokimyasal açıdan, kan glikozu ve 

kolesterolü düşürmüştür. Testiküler ağırlık, testosteron 

seviyesindeki artış, erken aşamalarda eşeysel olgunlaşmayı 

stimüle ettiği sonucuna varılmıştır. İkincil eşeysel 

karakterlerdeki stimulasyon dişilerde gözlenmemiştir. 

Benzer şekilde Yücel ve ark. (2011)’nın 21 günlük erkek 

bireylerde yaptığı araştırmada da erkek arı larvasının 

androjenik etki gösterdiği belirlenmiştir. Bu çalışmalara 

benzer olarak farelerde tetramethrine ile indüklenen 

toksisiteye karşı bir arı ürünü olan propolisin aktif 

komponentlerinden biri olan caffeic acid phenethyl esterin 

karaciğerdeki koruyucu rolü gösterilmiştir (Nur ve ark., 

2016).  Ancak önemli bir arı ürünü olan Apilarnil ile ilgili 

yapılan bilimsel çalışmalar sınırlı olup halen başlangıç 

aşamasındadır. 

Sepsisin yüksek mortalitesi, her yıl vaka sayısındaki artış ve 

preklinik/klinik araştırma sonuçlarına göre modern tıbbın 

dikkatini çekti. Apilarnil, son yıllarda üzerinde araştırmalar 

yapılan yeni bir arı ürünü olmakla birlikte bu önemli doğal 

bileşiğin etkileri ile ilgili yapılan çalışmalar yetersizdir. Bu 

çalışmanın amacı, LPS'nin sıçan böbrek hücreleri 

üzerindeki akut toksisitesini DNA yapısında 

değerlendirmek ve Apilarnil dozunun LPS'nin neden 

olduğu böbrek hasarı üzerine koruyucu etkisini 

araştırmaktır.  

 

2. Materyal ve Metod 

 2.1. Kimyasallar   

Lipopolisakkarit (Escherichia coli LPS, serotip 0127: B8) 

Sigma Aldrich'ten alındı, Apilarnil Erciyes Üniversitesi 

Ziraat Fakültesinde üretilmiştir. Bu çalışma için kullanılan 

dozlar daha önceki çalışmalara göre belirlenmiştir 

(Doganyigit ve ark, 2013; Altan ve ark., 2013). 

2.2.Hayvan Gruplandırma ve Uygulama 

Bu çalışma için etik kurul onayı Erciyes Üniversitesi Hakan 

Çetinsaya Deneysel ve Klinik Araştırma Merkezi 

(DEKAM)’nde alınmıştır. Araştırmada erkek Sprague-

Dawley sıçanları kullanıldı (yaklaşık 300-320 gr ağırlık). 

Sıçanlar, uygulamadan 10 gün önce karantina altına 

alınmıştı. Sıçanlar özel kafeslerde, standart laboratuvar 

diyetlerinde tutuldu ve su ile beslendi. Kontrol ve uygulama 

grubu olarak 8 grup oluşturuldu: Kontrol grubu herhangi bir 

kimyasal madde verilmedi. Sıçanlar oda sıcaklığında 22±30 
oC'de, 12 saat ışık, 12 saat karanlık fotoperyodu altında 

tutuldu. Deney grubuna tek doz LPS intraperitonel (ip) 30 

mg/kg vücut ağırlığı verildi. Artan apilarnil dozları oral 

olarak 0,2 g/kg, 0,4 g/kg ve 0,8 g/ kg olarak verildi. Altı 

saatlik uygulamadan sonra sıçanlar sakrifiye edildi ve 

deneysel çalışmalar için sıçanların böbrekleri alındı.  

2.3.Komet Testi ile DNA Yapısının Değerlendirilmesi 

Dokular neşter ile 1 gr ince dilimlerle ayrıldı. 5 ml soğuk 

fosfat tamponu behere aktarıldı ve 500 rpm'de 1 dakika 

karıştırıldı. Slaytlar, ince bir agaroz jeli (%0,5) ile kaplandı 

ve hücrelerin daha iyi tutulması için gece boyunca 

donduruldu (+4 °C). Süpernatan, hücre süspansiyonu olarak 

kullanıldı. Hücre süspansiyonu, 100 ml düşük erime noktalı 

agaroz (FTT'de %0,8) ile karıştırıldı. Bu karışımın 100 ul'si, 

slaytlara kaplandı, böylece kaplanmış slaytlar üzerine hava 

kabarcığı olmadan yayılım sağlandı. Hücre süspansiyonu, 

donması için 20 dakika boyunca buzdolabında saklandı. 

Lamel daha sonra slaytlardan dikkatlice kaldırıldı. 

Kaplanmış slaytlar, 2-9 dakika boyunca lizis tamponuna 

yerleştirildi (0.045M TBE, pH: 8.4, %2,5 SDS). Buradan 

çıkan slaytlar 2 dakikalık bir elektroforez çözeltisine 

yerleştirildi. Elektroforezden sonra slaytlar 60 µl (20 µg/ml) 

etidyum bromür çözeltisi ile boyandı (Pandır, 2019).  

2.4.Veri Analizi 

Bu çalışmada kullanılan istatistiksel veriler, Windows SPSS 

11.0 bilgisayar programında tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) ve Tukey testi ile değerlendirildi. P<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

3. Bulgular 

3.1. DNA yapısındaki değişiklikler 

DNA hasarı, kuyruk yüzde DNA’sı, kuyruk uzunluğu ve 

kuyruk moment ile belirlendi. Komet testinde, kontrol 

grubu ile artan apilarnil uygulama grupları 

karşılaştırıldığında DNA hasarı olmadığı tespit edildi 

(Tablo 1) (Şekil 1).  

LPS uygulamasının sonucu olarak, birincil DNA hasarı 

oluştuğu Komet testi ile tespit edilmiştir. DNA hasarı, 
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kontrole kıyasla tüm uygulamalarda istatistiksel olarak 

anlamlıdır. LPS uygulaması, böbrek hücrelerinde kuyruk 

DNA yüzdesini ve kuyruk uzunluğunu önemli ölçüde 

arttırdı. Özellikle 30 mg/kg'lık dozda kontrole kıyasla 2 

katlık bir artış gözlenmiştir (Tablo 1).  

Artan apilarnil uygulamasının böbrek dokusunda DNA 

hasarını azaltmıştır. Böbrek dokusunda LPS + 0,2 g/kg 

apilarnil-, LPS + 0,4 g/kg apilarnil-, LPS + 0,8 g/kg 

apilarnil-uygulanan gruplarda, DNA hasarını gösteren 

kuyruk yüzde DNA’sı, kuyruk uzunluğu ve kuyruk moment 

değerleri 6 saat sonunda istatistiksel olarak önemli bir 

azalmaya neden olmuştur (Şekil 1).  

 

Şekil 1. LPS ve artan dozlarda apilarnil uygulanan sıçanların 

böbrek hücrelerinde DNA hasarı. (A) Kontrol ve artan dozlarda 

apilarnil uygulanan grup, (B) LPS uygulanan grup, (C) LPS+0,2 

g/kg apilarnil uygulanan grup, (D) LPS+ 0,4 g/kg apilarnil 
uygulanan grup, (E) LPS+ 0,8 g/kg apilarnil uygulanan grup.  

Tablo 1. Komet analizi ile kuyruk yüzde DNA’sı, kuyruk 

uzunluğu ve kuyruk momenti ortalama değerleri  

 Kuyruk % 

DNASD 
ortalaması 

Kuyruk 

uzunluğuSD 
ortalaması 

Kuyruk 

anıSD 
ortalaması 

Kontrol 55.752.65a 35.258.22a 19.650.21a 

0,2g/kg 

apilarnil 

55.243.45a 33.202.65a 18.330.09a 

0,4g/kg 

apilarnil 

57.23±6.24a 30.12±3.02a 17.23±0.18a 

0,8g/kg 

apilarnil 

56.11±2.02a 31.22±3.42a 17.51 ±0.06a 

LPS 102.1±11.23b 65.05±11.35b 66.46±1.27b 

LPS+0,2g/kg 

apilarnil 

85.12±3.22c 49.12±5.22c 41.81±0.16c 

LPS+0,4g/kg 

apilarnil 

86.2±22.01c 49.13±3.20c 42.35±0.7c 

LPS+0,8g/kg 

apilarnil 

69.22±3.25d 39.11±3.42d 27.07±0.11d 

a, b, c, d  P<0.05 istatistiksel olarak grupların kendi içinde 

anlamlı farklılık gösterdiğini belirtmektedir. 

4. Tartışma 

Gram (-) bakteri hücre duvarının bir bileşeni olan LPS, 

laboratuvar hayvanlarında deneysel endotoksemi üretmek 

için yaygın olarak kullanılır. LPS, Escherichia coli, 

Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa gibi birçok gram-negatif 

bakteriden elde edilmesine rağmen, en çok E. coli'nin O26: 

B6, O55: B5, O111: B4 farklı serotiplerinden LPS elde 

edilmektedir. LPS ile septik şok yapılarak metabolik, 

immünolojik, fizyolojik, toksikolojik ve farmakolojik 

çalışmalar yürütülmektedir. Yapılan çalışmalar 

incelendiğinde, uygulanan dozun 1 ila 100 mg/ kg arasında 

geniş bir doz aralığına sahip olduğu gözlenebilir (Kalaz ve 

ark., 2016; Blaszcyk ve ark., 2015). Bu çalışmada, E. 

coli'nin O55:B5 serotipi LPS için kullanıldı ve 30 mg/kg 

vücut ağırlığı LPS ve artan dozlarda apilarnil antioksidan 

olarak kullanılarak, sıçan böbreklerinde altı saat sonunda 

DNA yapısı değerlendirildi.  

Genel olarak, serbest radikaller, elektron kaybeden bir 

oksijen atomu içeren moleküllerdir. Bu durum moleküllerin 

dengesiz ve reaktif hale gelmesine neden olur. Yani, bu 

moleküller etraflarındaki diğer moleküllerin elektronlarına 

yüksek bir afinite gösterirler. Örneğin, bu moleküller DNA 

ile etkileşime girerek fonksiyon bozukluğuna, mutasyona 

ve kansere yol açar (Yerer ve Aydoğan, 2000). Serbest 

oksijen grupları, nükleik asitlerde yapısal değişikliklere ve 

kromozomlarda mutasyonlara neden olur. (Kaneko, 1980; 

Comporti, 1993). ROS kaynaklı DNA hasarı, tek veya çift 

sarmallı DNA hasarına, pürin, pirimidin veya deoksiriboz 

modifikasyonlarına ve DNA’nın çapraz bağlanmasına 

neden olur (Valko ve ark., 2006). Ayrıca, DNA hasarı, 

transkripsiyonun durdurulmasına veya indüklenmesine, 

sinyal iletim yolaklarının indüksiyonuna, replikasyon 

kusurlarına ve karsinojenez ile bağlantılı genomik 

dengesizliğe neden olabilir (Dizdoroglu ve ark., 2002; 

Marnett, 2000). Bu çalışmada, LPS grubu ve kontrol grubu 

6 saatin sonunda karşılaştırıldığında, LPS ile muamele 

edilen gruptaki sıçanların böbrek dokularında kuyruk DNA 

yüzdesi, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momentinde önemli 

bir artış olduğu tespit edilmiştir. Artan dozlarda 

LPS+Apilarnil uygulanan gruptaki koruyuculuk LPS 

uygulanan gruba göre böbrek dokusunda daha fazla olduğu 

görülmüştür.  

5. Sonuç 

Yüksek sepsis mortalitesi, her yıl vaka sayısındaki artış ve 

preklinik/klinik araştırmaların başarısızlık sonuçları 

modern tıbbı sorgulamaya devam etmektedir. Sepsiste 

antimikrobiyal ve destekleyici tedavilere ek olarak 

kanıtlanmış çok az ajan vardır. Mevcut sınırların üzerindeki 

mortalite oranlarını azaltmak için sistemik bir enflamatuar 

yanıt sendromu olan sepsis ile ilgili araştırmalara acil 

ihtiyaç vardır. Sepsis fizyopatolojisi oldukça karmaşık 

olduğu için, moleküler biyolojideki olağanüstü gelişmeler 

de sepsis alanına yansımıştır ve bu karmaşık işlemdeki 

birçok nokta daha anlaşılır hale gelmiştir. Bu çalışmada, 

artan apilarnil dozları, sıçanlarda LPS kaynaklı 

nefrotoksisite ile önemli ölçüde azaltılmıştır, fakat tamamen 

korunmamıştır. Buna rağmen, antioksidanların veya 
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bunların septik enfeksiyonlara yönelik kombinasyonlarının 

ve bunların zararlarının önleyici etkisini bulmak için daha 

fazla çalışma yapılmalı ve böylece ölümler azaltılmalıdır.  
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Abstract: Hepatocellular carcinoma (HCC) is inflammation-related cancer, and the 4th leading cause of death globally. Neopterin 

is an instant biomarker of the cellular immune response and belongs to the pteridine class. The levels of neopterin are believed to 

be very closely linked with the tumor size in patients with HCC. Various studies have proven that neopterin can modulate the 

cellular oxidant-antioxidant balance, thus causing cell toxicity. In this study, we investigated the cytotoxic effects of neopterin 
alone and in combination with two of the known cytotoxic agents of doxorubicin and cisplatin together with vitamin C, a well-

known antioxidant agent. SNU-449, Hep3B, Mahlavu, and PLC/PRF/5 HCC cell lines were used in this study. Our results showed 

that increasing concentrations of neopterin does not have any significant effects on the cytotoxicity while as expected the three 

other agents decrease the viability of all subjected cell lines. SNU-449 is the most resistant HCC cell line among others. Considering 
the effectivity of combinational therapy in cancer patients, the effect of various combinations of neopterin with doxorubicin, 

cisplatin and vitamin C on the viability of the most resistant cell line of SNU-449 has been investigated. We found that the addition 

of cisplatin to the combination of neopterin and vitamin C, causes a greater decrease in cell viability of SNU-449 cells compared 

to the dual therapy with neopterin and vitamin C, while the addition of doxorubicin to the same dual therapy, leads to a decrease 
in the effectivity of it. 
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1. Introduction  

Hepatocellular carcinoma (HCC) is inflammation-related 

liver cancer, with a high recurrence rate and poor long-term 

survival. HCC is considered as the 4th most common cancer, 

and the 2nd leading cause of death amongst cancer cases, 

globally. (Mazzanti et al.,2016) Conventional cytotoxic 

chemotherapies such as the use of sorafenib, cisplatin, and 

doxorubicin have not provided clinical benefits or 

prolonged survival for patients with advanced HCC. Beside 

its complications; surgery, including transplantation and 

resection, remains the most effective treatment for HCC. 

(Daher et al., 2018) In a recent study, it has been suggested 

that vitamin C preferentially kills HCC cancer stem cells. 

(Lv et al., 2018) Current advances have shown that 

combinational therapy may be more effective than using 

just a single chemotherapeutic approach in cancer 

management. But even these combination therapies are 

effective only on a small number of tumors, and the 

responses are not promising. (Jindal et al., 2019) Therefore, 

scientific researches are now focusing on discovering novel 

chemotherapeutics with molecular targets for the 

management of HCC. 

It is very well known that inflammation plays an important 

role in pathogenesis and progression of HCC by mediating 

cellular survival and metastasis. Studies have revealed that 

the inflammation status and relevant molecules are 

becoming popular targets of drug discovery. (Capece et al., 

2013) (Lewis and Merched, 2014)  Recently, attention has 

been drawn to the role of neopterin in the already 

established relation between inflammation and HCC. It is 

believed that, the levels of neopterin are very closely linked 

with the tumor size in these patients. (Antoniello et al., 

1992) (Godai et al., 1994) 

Neopterin and its derivatives are metabolites of guanosine 

triphosphate and are produced by the human monocyte-

derived macrophages upon stimulation with γ-interferon. 

Various studies have suggested that neopterin derivatives 

belonging to pteridine family can modulate the redox 

balance of the biological systems. (Huber et al., 1984) 

Generally, the reduced pteridine species are scavengers of 
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free radicals while the oxidized forms act as  weak to strong 

enhancers of oxidative stress. For instance, neopterin 

derivatives can play a substituent role as an immune 

modulator in nitric oxide generation and other oxygen 

radical-mediated processes. 7,8-Dihydronepterin has shown 

to be a potential free-radical scavenger both in-vivo and in-

vitro studies. (Hoffmann et al., 2003) However, besides the 

redox state of neopterin derivatives other factors such as the 

composition of the culturing medium, can change the type 

of biochemical role played by neopterin derivatives in 

biological systems. Some studies showed that neopterin 

activates tumor necrosis factor-alpha-induced apoptosis 

through oxygen radical-mediated processes. (Hoffmann et 

al., 1998) However, the effects of neopterin on the HCC 

cells are not yet understood. Given that combinational 

therapies may have higher effectivity in cancer 

management, in this study; four different HCC cell lines of 

SNU-449, Hep3B, Mahlavau and PLC/PRF/5 have been 

subjected to cellular cytotoxicity test (MTT analysis) after 

being treated with neopterin and its various combination 

with chemotherapeutics such as doxorubicin, cisplatin and 

a well known antioxidant, vitamin C.  

2. Materials and Method  

2.1. Cell Culture and chemicals 

HCC cell lines (SNU-449, Hep-3B, Mahlavau and 

PLC/PRF/5) were kindly provided by Prof. Dr. Mehmet 

Öztürk (Izmir Biomedicine and Genome Centre). All cell 

lines were maintained in DMEM supplemented with 10% 

FBS, 100 U/mL penicillin, 2 mM L-glutamine, 100 mg/mL 

streptomycin and 1X NEAA, at 5% CO at 37 °C.  Neopterin 

(25 µM-500 µM), doxorubicin (2 µM and 60 µM), cisplatin 

(10 µM and 50 µM) and vitamin C (1mM) treatments were 

carried out along 48-h for all the viability experiments.  

2.2. MTT assay 

Cells were seeded in a 96 well plate. After overnight 

incubation, they were treated with different concentrations 

of neopterin, doxorubicin, cisplatin and vitamin C 

containing medium. For MTT, following 48-h treatment, 

0.5 mg/mL MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) 

was added to the medium. After the formation of formazan 

crystals, medium was removed, and formazan crystals were 

dissolved with 100 μL DMSO. Absorption of solution was 

measured at 570 nm. The cell viability was calculated as 

viable cell percentage.  

 

 2.3. Statistical analysis  

Experiments have been carried out three times, 

independently. The results were reported as mean ± SE for 

three repetitive analysis. One-way ANOVA test was used 

for data analysis. p< 0.05 was considered as statistically 

significant. All the analyses were performed using 

GraphPad Prism 5 software.  

3. Results  

3.1. The effect of different concentration of neopterin on 

the viability of different HCC cell lines 

All the HCC cell lines, SNU-449, Hep3B, Mahlavu and 

PLC/PRF/5, have all been mixed with neopterin in a 

concentration range of 25 µM-500 µM. As shown in Figure 

1, within the chosen range, none of the neopterin 

concentrations had any statistically significant effects on the 

proliferation and viability of any of the subjected cell lines.  

 

Figure 1. The effect of increasing neopterin concentrations (25µM-

500 µM) on the viability of different HCC cell lines. 

3.2. The effect of different concentrations of cisplatin, 

doxorubicin and vitamin C on the viability of HCC cell 

lines 

Based on the American Cancer Society, cisplatin and 

doxorubicin are among the most commonly used 

chemotherapeutics in the treatment of liver cancer. 

Scientists have recently reported the possible cytotoxic 

effect of vitamin C on HCC cancer stem cells (Lv et al. 

2018). In this study the effect of different concentrations of 

cisplatin (10µM and 50µM), doxorubicin (2µM and 60µM), 

and vitamin C (1mM) treatment on the viability of  SNU-

449, Hep-3B, Mahlavau and PLC/PRF/5, has been 

investigated. A drastic decrease in the viability of all the cell 

lines has been noticed with 50 µM cisplatin (***p<0.0001, 

**p<0.001). On a sensitivity scale, SNU-449 was the least 

and PLC/PRF/5 was the most sensitive cell line to 

doxorubicin treatment (***p<0.0001, *p<0.01, 

respectively). As expected, vitamin C caused a decrease in 

cell viability of SNU-449, Mahlavau and PLC/PRF/5 

(***p<0.0001) (Fig. 2a, 2b, 2c). 
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(a) (b) 

Figure 2. The effect of (a) cisplatin (b) doxorubicin* (c) vitamin C on the viability of differrent HCC cell lines. *(because of its 

resistance only SNU-449 was treated with 60 µM doxorubicin, while other cell lines were treated with 2 µM doxorubicin). 

(c) 

Figure 3.  The combinational effect of neopterin with (a) cisplatin,  (b) doxorubicin, (c) vitamin C. on the viability of  SNU-449 

cell lines 

(a) (b) (c) 

(a) (b) 

Figure 4. The combination  of  vitamin C and  neopterin  with (a) cisplatin and (b) doxorubicin. on the viability of  SNU-
449 cell line 
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3.3. The effect of combinational exposure of neopterin 

with doxorubicin, cisplatin and vitamin C on SNU-449 cell 

line.  

Even though the SNU-449 cells have sensitivity to vitamin 

C, it is still resistant to doxorubicin and cisplatin. In search 

of new therapeutic approaches, the effect of neopterin on the 

viability of SNU-449 as in combination with doxorubicin, 

cisplatin and vitamin C has been investigated. Our results 

revealed that neopterin significantly protects the cells from 

the cytotoxicity of cisplatin treatment especially at higher 

concentration (***p<0.0002, *p<0.01) (Fig. 3a). However, 

neopterin did not potentiate the cytotoxic effects of neither 

vitamin C nor doxorubicin (Fig. 3b, 3c)  

3.4. The effect of cisplatin and doxorubicin in 

combination with vitamin C and neopterin on SNU-449 

cell line. 

Eventually, the effect of cisplatin in combination with 

vitamin C and neopterin on the viability of SNU-449 was 

analyzed. The results revealed that the addition of cisplatin 

enhances the cytotoxic potency compared to double 

combinational therapy with vitamin C and neopterin 

(***p<0.001) (Fig. 3c and Fig. 4a). With the same logic the 

effect of doxorubicin in combination with vitamin C and 

neopterin on SNU-449 has been investigated. When 

doxorubicin was added to the combination of  vitamin C and 

neopterin, a decrease in cytotoxic potency compared to 

double combinational therapy has been found 

(***p<0.001,*p<0.01) (Fig. 4b and 3b). 

 

4. Discussion 

 

Although previous studies have reported neopterin to be an 

inducer of programmed cell death via the mediation of 

oxidative stress, to the best of our knowledge this is the only 

study analyzing the effect of neopterin and its combinations 

on the viability of different HCC cell lines. (Hoffmann et 

al., 2003) (Baier-bitterlich et al., 1995)  Based on the 

American cancer society, cisplatin and doxorubicin are two 

of the main chemotherapeutics used in the management of 

liver cancer.  Moreover, some studies have also shown that 

vitamin C has the ability to induce anticancer activity in 

various cell lines. (Alexander et al., 2013)(Yiang et al., 

2014) Our results showed that neopterin alone has no 

significant effect on the viability but vitamin C significantly 

decreases the viability of all the analyzed HCC cell lines. 

Besidesits sensitivity to vitamin C treatment, SNU-449 still 

remained the most resistant analyzed cell line of this study. 

Due to the growing focus on thecombinational therapy of 

cancer the effect of neopterin in various combination with 

cisplatin, doxorubicin and vitamin C on the viability of the 

resistant SNU-449cell lines have been then investigated. In 

double combinational therapy with neopterin and cisplatin, 

it has been noticed that at high concentrations neopterin 

protects the SNU-449 cells against the cytotoxic effects of 

cisplatin. Interestingly, the double combinational therapy of 

neopterin and vitamin C still, lead to the maximum amount 

of decrease in cell viability of SNU-449. However, this 

decreased in cell viability did not have any significant 

difference compared to the single therapy with vitamin C. 

For this reason, the triple combinational therapy of 

doxorubicin and cisplatin in combination with neopterin 

and vitamin C has been analyzed, independently. The 

addition of cisplatin lead to an increased cytotoxic potency, 

while the addition of doxorubicin caused a decrease in the 

cytotoxic potency of vitamin C and neopterin combinational 

therapy. Based on our results, neopterin can show a dual 

activity both as inducer and inhibitor of apoptosis 

depending on the cell line and the cytotoxic agents that it is 

used in combination with. In further studies, we are 

planning to analyze the underlying molecular mechanism of 

the effects of neopterin with a focus on the signaling 

pathways. 

5. Conclusions  

The results of this study, highlights the dual activity of 

neopterin both as hepatoprotective and hepatotoxic agent 

dependent on the type of cell line and the combinational 

therapy. However, further in detailed studies are required to 

fully clarify this dual biological activity of neopterin, and its 

potentail future use in HCC management.  
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