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B: VITAMINININ YUKSEK DOZLARI TATBIK
EDILMIS, NORMAL BESLENEN ATLARIN
IDRARINDA BU VITAMININ SAPTANMASL

Ayman ONAL \(*) Sebahattin KALAYCI (**) Metin KERMAN (***)

GiRiS

Hayvansal organizmanin fonksiyonlar: icin, az miktarda da ol-
sa gerekli olan vitaminler; etki mekanizmalaria gore:

1 — Koenzim fonksiyonuna sahip olan vitaminler,

2 — Koenzim fonksiyonuna sahip olmayan vitaminler,

3 — Vitamin benzeri etki yapan maddeler olmak iizere 3 gruba
ayrilirlar (3).

B; Vitamini (Thiamin), biitiin B komplexi vitaminleri gibi, ko-
enzim fonksiyonuna sahiptir.

Thiamin barsaklardan emildikten sonra, 6zellikle karacigerde,
iki molekiil fosforik asitle birlesir ve thiamin pirofosfat (tiamin
difosfat) haline gecer.

Tiamin pirofosfat, karboksilaz denilen tiaminoproteinin koen-

zimidir ve piruvik asit gibi a-keto asitlerin dekarboksilasyonunda
gorev yapar (8, 4). Dolayisiyla glikoz metabolizmasinda rol oynar-

( *) Doping Laboratuvari Uzmani
( **) Doping Laboratuvari Sefi
(***) Doping Laboratuvari Uzmani
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Normalde cok az miktarda idrarda tiamin bulunur. Ekstra
tiamin alinmasi halinde idrardaki miktarinda artis olur. 1 mg. doz
tiamin alindigi zaman idrarla atilan miktar 60 v kadardir. Ciinkii
tiaminin 6énemli bir kismi dokularda absorbe olur (8). Kas dokusu
tiamin miktar: bakimindan fakirdir. Fakat organizmada ¢ok yay-
gin oldugundan, besinlerle alinan tiaminin biiyiik boliimiinii kas-
lar sarfeder.

Tiamin pirofosfat yikilma sirasinda defosforile olarak, kismen
serbest vitamin kismen de konjuge siilfat esteri seklinde idrarla
atilir (4, 10).

Kosu atlarinin idrarlarinda vapilan calismada ortalama 101,
4150 pg/100 ml. tiamin bulunmustur.

Mevsimlere gore yapilan mukayesede, sonbahar ve kis aylarin-
daki ortalama degerlerin, ilkbahar ve yaz aylarma oranla daha
yiiksek oldugu saptanmistir (9).

Normal beslemeye tabi tutulan atlara intromuskuler olarak
tiamin verildigi zaman idrardaki miktar yoniinden degisikligi in-
celemek amaciyla bu calisma yapilmistir.

MATERYAL VE METOT

MATERYAL :

Calismalarimiza once iic deneme atiyla basladik. Daha sonra
atin bir tanesi 6ldiigiinden, iki at iizerinde devam ettik. ilk dort
ay, normal beslenmeye tabi tuttudumuz kisraklardan sonda ile al-
digimiz idrarlarda tiamin miktarlarini saptadik, Mayis aymdan
itibaren, kisraklara 60 mg., 200 mg., 500 mg, tiamini intramusku-
ler olarak verip, 2 saat, 10 saat ve 24 saat sonra sonda ile almman
idrarlardaki miktar: inceledik.

METOT :

Idrarda tiamin tayini, fluoremetrik tiocrome metodu ile yapil-
di (2, 5, 11).

Prensip : Bu metod; tiaminin alkali solusyonda mavifloresans
veren tiokroma okside olmasi esasina dayanir.
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Ayraglar :

1 —

10 —

% 25 Potasyum kloriir solusyonu
500 gr. Potasyum kloriir, 1sitilarak 1500 ml. 0,1 N. Hid-
roklorik asitte eritildi ve stiziildii.

Dekalso (zeolit) : 80 meslik dekalso ii¢ defa % 3'liik ase-
tik asit ile, bir defa % 25’lik potasyum kloriir ile yikan-
d1, tekrar, % 3'litk asetik asit, sonra birkac defa distile
su ile yitkand1 ve ¢okmege birakildi, ytkama suyu dékiil-
dii, 100°C’'de kurutuldu.

N/Sodyum Hidroksit : 40 gr. sodyum hidroksit, distile
suda eritildi, 1 It."ye distile su ile tamamlandi.

Anhidr sodyum siilfat.

Redistile Isobutil Alkol : Isobutil alkol ‘distile edildikten
sonra kullanilda.

Potasyum ferri siyaniiriin suda % 1’lik solusyonu (Bu
solusyon buzdolabinda 6 ay dayaniklidir).

Suda % 15 sodyum hidroksit solusyonu.

Oksidan ayrac: 29 cc. % 15 NaOH, 1 cc. % 1 Potasyum
ferri siyaniir solusyonlar1 karistirildi. Her seferinde taze
olarak hazirlandi.

Kinin siilfat standard: :

a) Stok standart : 0,0108 gr. kinin siilfat, N/10 siilfiirik
asit i¢inde eritildi ve N/10 siilfiirik asitle 1000 cc.'ye ta-
mamlandi. (Karanlikta ve renkli sisede saklandi.)

b) Calisma standard: : 1 cc. stok standartdan alindi, 39
cc. N/10 sulfiirik asit ilave edildi. Kuvvetle calkalanda.
Her seferinde taze olarak hazirlandi. (Bu solusyon asagi
yukari 1 pg tiamin hidrokloridin verdigi floresansi verir.)

Tiamin Standard: :

a) Stok tiamin solusyonu : 100 mg. kuru tiamin hid-
roklorid, % 20 etanol icinde eritildi ve % 20 etanol ile
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1

1000 cc.'ye tamamlandi. pH : 3.5 — 4,3’e, N/10 hidrokiorid
asit ile ayarlandi.

b) Tiamin ara solusyonu : 10 cc. stok solusyon distile
su ile 100 ccye tamamlandi. pH: 4—4,5 (1 cc: 10 pg
tiamin hidroklorid)

c) Tiamin calisma solusyonu : 25 cc. ara solusyondan
alindi. Distile su ile 250 cc.'ye tamamlandi. pH: 4 —4.5
(1 cc. 1 pg tiamin hidroklorid).

Aletler :
1 — Fluorometre, Carl-Zeiss Jena
2 — Adsorbsiyon tiipleri

3 — Ayirma hunileri

islem :

1 — Tiamin idrardan aktif dekalso ile alindi. Bunun icin ad-
sorbsiyon kolonuna bir parca cam pamugu yerlestirildi.
Kolon, distile su ile dolduruldu, iizerinde 2-5 gr. aktif de-
kalso konulup c¢cokmege birakildi, Sonra kolon % 0,5°lik
asetik asit ile doldurulup drene edildi.

2 — Bir erlenmayere 10 ml. idrar alindi. (tiamin enjeksiyo-
nundan sonra alinan idrarlar 1 ml. alindi, distile su ile
10 ml.'ye tamamlandi) pH, yaklasik olarak 4’e ayarlan-
diktan sonra kolondan gecirildi ve bu kisim atildi.

3 — Daha once idrarin konuldugu erlenmayer, 10 ar ml-'lik
sicak distile sular ile iic defa calkalanarak, kolon bu su-
larla vikandi, yikama sular: atildi,

4 — Kolonun altina dereceli bir kap konuldu ve 6nce 10 ml.
sonra 10 ml. ve daha sonra 5 ml. olmak iizere ii¢c defada
% 25'lik asidik KClI ile eliie edildi. Toplanan eliiat 25 ml.
den az ise % 25’lik asidik KCl ile 25 ml.'ye tamamland.

5 — Tiokrom reaksiyonu icin bu eliiattan ayirma hunisine 5
. ml. alindi, iizerine 3 ml. oksidan ayirac eklenip karisti-
11ld1 ve bir dakika icinde 13 ml. redistile izobuti] alkol
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ile 1,5 dakika siddetle galkalandi. ki tabakanimn ayrilma--
s1 beklendi.

Alttaki tabaka atildi, iistteki tabaka sodyum siilfattan
stizuildii.

Ayni islemler, 5 ml. distile su ile ayn1 zamanda yapilarak
blank hazirland.

Fluorometre distile su ve kinin siilfat standards ile ayar-
landiktan sonra, (Kuvvetlendirici 200 de) blank’e karsi
numunenin verdigi floresans 365 dalga boyunda okundu.
(Yiiksek konsantrasyondaki tiamin degerleri, florometre-
nin kuvvetlendiricisi diisiiriilmek suretiyle okundu. De-
gerlendirmeler daha ©nce tiamin hidroklorid standardi-
nin cesitli diliisyonlariyla hazirlanan standart egrisi iize-
rinden yapildi (Sekil 1).

Kalibrasyon :

50 ml.'lik dort ayirma hunisi alindi. Asagida gosterildigi sekil-
de ayraglar konuldu ve karistirildi. Diger islemler, numunede ol-
dugu gibi uygulandi ve fluorometrede elde edilen degerler mili-
metrik kagit kullamilarak kalibrasyon hatti ¢izildi. Ayirma huni-
lerinden her birisi sira ile idrarda % 0, % 50, % 100 ve % 150 pg
tiamin konsantrasyonuna tekabiil etti.

Ayraclar i | 2 3 4
Distile su 5 ml 4 mi, 3 ml, 2 ml,
Tiamin st 0 1 ml, 2 mi, 3 ml.
Oksidan ayrac 3 ml, 3 ml. 3 ml, 3 mi
Isobutil alkol 13 ml. 13 ml, 13 ml. 13 ml,



05T ¥, 00TY o5/ % 0047, S4 oy 0/%,
889 25 2% 87 8 90 80 830

Bl Vitamini - Onal - Kalayc: - Kerman

52



BULGULAR

Denemelerimizden elde ettigimiz bulgular, 1, 2, 3 ve 4 numa-

rali tablolarda g&sterilmistir.

Tablo : 1 (sonuglar % y9)

NORMAL BESLEME SONUCU BULUNAN DEGERLER

Kisraklar

1. Kisrak 2. Kisrak 3. Kisrak
92 g 150 pg 130 g
95 » 145 » 132 »
80 » 130 » 115 »
90 » 155 » 120 »
80 » 132 » 124.-))
78 » 155 » —
62 » 70 » —
62 » 147 » .
152 » 163 » 150 »
196 » 202 » 17v5 »
163 » 195 » 182 »
170 » 140 » . 209 »-
144 » 126 » 155 »
131 » M7 » 147 »
95 » 89 » 100 »
123 » 110 » 126 »
115 » 109 » 117 »
Ortalama : Ll
Degerler 113,40 = 9,73 137,35 = 5,47 ' 141,57 + 8,9'_1
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Tablo : 2

60 mg TIAMIN ENJEKTE EDILDIKTEN SONRA
BULUNAN DEGERLER % mg OLARAK

Kisraklar 2 saat sonra 10 saat sonra 24 saat sonra
13 0,28 0,14
0,96 0,19 0,09
1,2 0,25 0,15
1,056 0,22 0,09

1. Kisrak 1,4 0,25 0,13
1,8 0,29 0,01
1,9 0,31 0,12
1,75 0,22 0,13
1,8 0,27 0,15

Ortalama Deg, 146 = 0,11 0,25 = 0,011 0,112 = 0,0141
2,4 0,31 0,17
2,05 0,25 0,11
2,07 0,19 0,092
2,38 0,22 0,15

2, Kisrak 2,42 0,29 0,095
2,25 0,3 0,012
2,3 0,32 0,082
2,4 0,29 0,019
2,09 0,19 0,07

Ortalama Deg, 2,26 7 0,048 0,26 = 0,017 0,08 5 0,050
2,12 0,26 0,15
2,44 0,33 0,11

3. Kisrak 2,3 0,28 0,13
2,1 0,25 0,14
2,24 0,34 0,13
2,5 0,3 0,15

Ortalama Deg,




Tablo : 3
200 mg. TIAMIN ENJEKTE EDILDIKTEN SONRA
BULUNAN DEGERLER % mg. OLARAK

Kisraklar 2 saat sonra 10 saat sonra 24 saat sonra
10 0,63 0,25
8,7 0,70 0,17
1. Kisrak 8,5 0,58 0,13
9,2 0,72 0,18
9,6 0,65 0,11
Ortalama Degd, 9,2 x 0,27 0,656 == 0,025 0,158 == 0,079
9,6 0,60 0,19
6,5 0,45 0,095
2. Kisrak 8,3 0,47 0,187
9,5 0,65 0,164
7,2 0,52 0,13
Ortalama Deg, 8,22 = 0,61 0,538 = 0,03 0,153 == 0,013
Tablo : 4

500 mg, TIAMIN ENJEKTE EDILDIKTEN SONRA
BULUNAN DEGERLER % mg. OLARAK

Kisraklar 2 saat sonra 10 saat sonra 24 saat sonra
28 1.2 0,3
32 2,1 0,22
1. Kisrak 25 1,13 0,2
22 ' 1,12 0,25
20 2 0,19
Ortalama Deg, 25,4 = 2,14 1,624 = 1,81 0,232 3= 0,018
23 1,8 0,22
27 1,3 0,35
2, Kisrak 20 1,8 0,15
30 2 0,11
18 1,6 0,18
Ortalama Deg, 23,6 = 2,20 1,64 = 0,12 0,222 == 0,10
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Clgiimler sonunda elde edilen sayisal verilerin ortalamalar:
aritmetik ortalama olarak bulunmus, standart hatalar: istatistik
formiillerle ortaya konmustur (6).

Degerlendirmelerde Varyans analizi teknigi uygulanmistir. Za-
man doz ve atlar bir arada degerlendirilmistir. (Atin biri 6ldiigiin-

den degerlendirilmeler iki at iizerinden yapilmistir.)

Tablo : 5

VARYANS ANALiZ TABLOSU

Varyasyon

Kareler Serbestlik Kareler
Kaynag: Toplami Derecesi Ortalamasi F P
Zaman 2833.843338 2 1416,921669 F P
Doz 1179.327532 2 589.663765 640.907 .030
At 0.644716 1 » 0.644716 265.719 .000
Doz x Zaman 1957.922517 4 489.480629 292 .50
Hata - 212,237616 96 2.210809 221.403 - .C00

Sonucta, saatler arasi, dozlar arasi farkliliklar

mustur.

onemli bulun-

Ayrica, zaman doz interaksiyonu da onemli bulunmustur. Bu-
nun anlami, 2, 10 ve 24 saat sonra alinan orneklerdeki tiamin de-
gerleri arasindaki fark, kullanilan doza bagh olarak degismektedir.
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Tablo ¢ 6

ORTALAMA DEGERLER (% mg. olarak)

- 200 500
mg. 1. Kisrak 2. Kisrak mg. 1. Kisrak 2, Kisrak mg. 1. Kisrak 2. Kisrak
eng. eng. eng.
4
2 saat
- 1,46 = 0,11 2,26 = 0,048 9,2 3 0,27 8,22 = 0,61 254 2,14 23,6 2,20
10 saat ‘
p—— 0,25 = 0,011 0,26 = 0,017 0,656 = 0,025 0,538 = 0,03 1,624 = 1,81 1,64 = 0,12
24 saat
—_— 0,112 == 0,014 0,08 = 0,05 0,158 3= 0,079 0,153 = 0,013 0,232 3 0,018 0,202 30,10
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TARTISMA

Deneme kisraklarinda yapmis oldugumuz bu ¢alismada, enjek-
te edilen tiamin miktarina bagli olarak idrardan elde edilen deger-
lerde degisme oldugunu gozledik. Ozellikle enjeksiyondan iki saat
sonra alinan idrarda en yiiksek seviyede tiamin bulduk.

Addi Smith (1), atlarda idrarda 100 ml.’de 50 mg. ve daha ¢ok
miktarlarda tiamin bulunmasinin, atin idrara cikisindan once en
az 500 mg. tiaminin enjekte edilmis olmasi gerektigini séylemistir.

Biz 500 mg. tiamin enjekte ettikten iki saat sonra, sonda ile
almis oldugumuz idrarlarda ortalama, % 254 F 2,14 mg ve %
23,6 F 2,2 mg. tiamin bulduk.

Bir bagka arastirici (7), tiaminin, intravenéz veya intramusku-
ler verilmesinden sonra, ilk idrarla ‘% 33'iiniin, 2. idrarla % 3%iiniin
atildigini, 3. idrarda ise normale dondiigiinii soylemistir.

Bizim iki saat sonra alinan idrarlarda buldugumuz degerler,
verilen miktarin % 33'iinii gecmektedir.

OZET

Extra tiamin enjeksiyonu sonucu, idrardaki tiamin diizeylerini
incelemek amaciyla bu arastirmay: yaptik.

Calismalarimizda fluorometrik tiokrom metodunu uyguladik.
Iki deneme atindan, belli saatlerde aldigimiz idrarlarla calistik.
Toplam 180 adet idrar Ornegi analiz ettik.

Sonucta, saatlar arasi ve dozlar arasinda onemli farkliliklar

bulduk.

Thiamin enjeksiyonundan sonra ilk iki saat icinde, bu vitami-
nin 6nemli bir kisminin idrarla atildigi kanisina vardik.
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SUMMARY

We studied on the determination of thiamine levels in the urine
as a result of extra thiamine injection to the horses.

In these studies we have used fluorometric thiochrome tech-

nique.
We have taken urines from two horses at limited hours,

We analyzed 180 samples of urines totally as a result of this
study we have found that there were great differences among thi-
amine doses and hours.

According to our opinion, after thiamine injection, the ma-
jority of the thiamine was excreted during the first two hours.

TESEKKUR

Caligmalarimizin degerlendirilmeside bizden yardimlarini esir-
gemeyen Ziraat Fakiiltesi Yardimc: Docentlerinden Sayin Numan
Akman’a tesekkiirii bor¢ biliriz.
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