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OzZET

Amag: Lavandula intermedia, esansiyel yag olarak birgok
alanda kullaniimakta ve arastiriimaktadir. Uretimi sirasinda
elde edilen hidrosoli de benzer amaglar dogrultusunda
kullanilmak Uzere arastirilmaya elverisli bir kimyasaldir.
Zebra baligi (Danio rerio), son yillarda deney hayvani olarak
kullanimi artan omurgali bir model organizmadir. Bu model
organizma, sagladigl bircok avantajdan dolayr toksisite
calismalarinda da tercih edilmektedir. Bu calismada,
lavanta intermedia hidrosolinin lethaliteye etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Metotlar: Calismada bes glinlik zebra balig
larvalari 24 kuyucuklu plaklara yerlestirilmis ve %50°'den
%6.25'e (v/v) ardigik dilusyonel konsantrasyondaki L.
intermedia hidrosolii uygulanmistir. Bir saat boyunca
sagkalimlari degerlendirilmistir.

Sonug: Lavandula intermedia hidrosoli %50 v/v
konsantrasyonunda larvalarda %100 lethaliteye neden
olmustur. Ardisik dilisyonel dozlarda ise sagkalim %100
tespit edilmistir. Lavandula intermedia hidrosolinin
kozmetik ve saglik alaninda kullaniminin etki ve toksisite
acisindan  farkli doz ve surelerde degerlendirilmesi
uygundur.

Anahtar Kelimeler: Danio rerio, L. intermedia, toksisite,
zebra balig

SUMMARY

Aim: Lavandula intermedia is used and researched in
many fields as an essential oil. The hydrosol obtained
during its production is a suitable chemical to be used for
similar purposes. Zebrafish (Danio rerio) is a vertebrate
model organism whose use as an experimental animal
has increased in recent years. This model organism is also
preferred in toxicity studies due to its many advantages. In
this study, it was aimed to investigate the effect of lavender
intermedia hydrosol on lethality.

Material and Methods: In the study, 5 days post fertilization
(dpf) zebrafish larvae were placed in 24-well plates and
L. intermedia hydrosol was applied at sequential dilution
concentrations from 50% to 6.25% (v/v). Their survival
over one hour was evaluated.

Conclusion: Lavandula intermedia hydrosol caused 100%
lethality in larvae at 50% v/v concentration. Survival at
consecutive dilutional doses was 100%. It is appropriate to
evaluate the use of Lavandula intermedia hydrosol in the
field of cosmetics and health in terms of effect and toxicity
at different doses and duration.
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GiRIS

Bitkiler, ylzyillardir hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde
kullaniimaktadir. Ginimizde modern ilaglarin da énemli
bir bolimi dogadan kaynaklanmaktadir. Bitkiler sahip
olduklari sekonder metabolitler nedeniyle kimyasal
cesitlilige sahiptir. ilac gelistirmesi icin 6nemli bir kaynak
olan bitkiler, klinik 6ncesi ve klinik olarak ¢ok sayida
arastirmaya tabi tutulurlar (1).

Klinik 6ncesi calismalarda bu amacla genellikle kemirgenler
gibi memeli hayvanlar kullanilir. Bunun yani sira, bilimsel
arastirmalarda deney hayvani kullanimina yonelik 3R
(replacement, reduction, refinement) felsefesine gore
memeli hayvan modellerine alternatif olarak sunulan
model organizmalar da bulunmaktadir. Hiicre kulturleri, in
silico modeller olan Caenorhabditis elegans ve Danio rerio
(zebra baligi) gibi memeli olmayan hayvan modelleri, ilag
etkisi ve glvenliligini degerlendirmek icin kullaniimaktadir

(2).

Zebra baliklarini toksisite galismalari icin avantajh kilan
ozellikleri; kisa slrede toksisite analizlerinin yapilabilmesi,
embriyolarinin transparan olmasi, yiksek Greme verimleri
ve insanlara genetik acidan benzerlikleridir (3).

Lavanta (Lavandula angustifolia Miller veya Lavandula
officinalis Chaix), geleneksel kullanim agisindan uzun
bir gecmise ve esansiyel yagl genis spektrumlu biyolojik
etkilere sahip olan bir bitkidir (4). Lavanta esansiyel yaginin
mental bozukluklarin farmakoterapisinde etkileri olduguna
dair bulgular, L. angustifolia esansiyel yagindan damitilan
Silexan adli birilacin gelistirilmesine kaynaklik etmistir. Ticari
adi LASEA olan Silexan, anksiyeteye bagl huzursuzlugun
tedavisi icin onaylanmistir (4). Lavanta hidrosoli ise
bilinen antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle
kozmetik Grinlerde kullaniimaktadir (5).

Bitki ozlerinin esansiyel yag olarak kullanimi yaygindir,
bu yaglarin etkileri ve mekanizmalari Uzerinde de bircok
arastirma yapilmistir. Ancak ayni durum bu bitkilerin
hidrosolleri icin gecerli degildir. Bu nedenle bitkilerin
terapotik etkilerinin tam anlamiyla anlasilabilmesi igin
hidrosolleri ile yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu sayede bu bitki 6zgilerinin terapotik kullanimlari da
optimize edilmis olacaktir (6).

Bu calismanin amaci, lavandula intermedia hidrosoliine
maruz kalan 5 ginlik zebra baligl larvalarinda olusan
lethaliteyi degerlendirmektir. Zebra baligi larvalari ile
calisma, fertilizasyondan sonraki bes gin boyunca,
mevzuata gore etik kurul onayi gerektirmemektedir.

MATERYAL VE METOTLAR
Lavandula intermedia c¢icekleri  Kandira, Kocaeli,

Turkiye’den toplandi. Ayni glin buhar distilasyonu yontemi
ile hidrosoll elde edildi. Hidrosol, oda isisinda karanlik

ortamda saklandi. Balik embriyo ve larvalarini yasatilacagi
Egg water (emrbiyo suyu), deniz tuzu, saf su ve metilen
mavisi ile hazirlandi.

Arastirma Koc¢ Universitesi Translasyonel Tip Arastirma
Merkezi, Zebra Baligl Laboratuvarinda yuratalda.

Larva eldesi icin ciftlestirmeye alinacak olan disi ve erkek
baliklar standart yasam ortamlarinda, 14/10 saat aydinlik/
karanlk siklusunda tutulmaktadir. Tanklara gelen suyun
standart kosullari; pH degeri 7.4, su sicakhgl 27.54 C° ve
iletkenligi 800 mikrosiemens (uS)'dir. Emrbiyo eldesinden
bir glin 6nce saghk kosullari uygun olan disi ve erkek
baliklar, aralarinda bariyer bulunacak sekilde, sistem suyu
iceren ciftlestirme tanklarina alindi (7).

Ertesi gin tanka alinan disiler ve erkekler arasindaki bariyer
kaldirilarak, baliklarin dogal olarak giftlesmesi gerceklesti
ve embriyolar elde edildi. Toplanan embriyolar egg
water ya da sistem suyuyla birkag kez yikanip diskilardan
arindirildiktan sonra birkag kez yikandiktan sonra 28.5 C°
'deki inklibatérde yetistiriimeye baslandi.

Fertilizasyondan sonraki bes giin boyunca embriyolarin
larva evresine gecisi takip edildi. Bu slire boyunca sagkalim,
hiicre bolinmesi, gelisme seviyesi ve pigmentasyon gibi
parametreler degerlendirildi. Embriyolarin suyu her gin
dizenli olarak yenilendi.

Fertilizasyondan sonraki 5. glinde icinde inkibatordeki
larvalar, stereomikroskop (Leica DFC7000T, Almanya)
altinda incelendi. Larvalarin kalp atisi, yizme keselerinin
olusumu, pigmentasyon ve anatomileri degerlendirildi.
Gelisimi saglikli olan larvalar, 24 kuyucuklu plakaya,
kuyucuk basina bir larva olmak Gzere 1 mililitre (ml) Egg
Water icinde yerlestirildi.

Kuyucuklarayerlestirilenlarvalarin gelisimitekrar mikroskop
altindaincelendive genel durumlarininiyioldugu belirlendi.
%50 v/v ten %6,25’a ardisik konsantrasyonlarda, bir tane
de kontrol olmak Gzere gruplar olusturuldu (her grup icin
n=6). Deney Uc¢ kere tekrarlandi. Kuyucuklara yerlestirilen
larvalar kalp atisi, solunum ve sagkalim agisindan mikroskop
altinda 1 saat boyunca degerlendirildi. Embriyolarin 1.
saatlerinde ve larvalarin 5. glinlerinde fotograflari gekildi.
Sagkalim oranlari ile ilgili SPSS 25 programi ile tanimlayici
istatistik yapild.

BULGULAR

Yabanil tip (Wild Type) zebra baliklari (Danio rerio)
embriyolari toplandi. Fertilizasyondan sonraki ilk iki saat
icinde incelendi (Sekil 1).

Besinci glne ulasan larvalar deneye alindi. Deneye
alinmadan 6nce kontrol ve deney gruplari giplak gozle ve
mikroskop altinda incelendi. Ardisik konsantrasyonlarda
lavandula intermedia hidrosoll uygulandi.
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Maksimum konsantrasyona (%50 v/v) maruz birakiimis
grup, mikroskop altinda 1 saat boyunca sagkalim agisindan
incelendi. Maruziyetten yaklasik 10 dakika sonra larvalarin
hareketlerinde kontrol grubuna kiyasla belirgin bir artis
gozlendi. Maruziyetten 15 dakika sonra larvalardan biri
haric hepsinin hareketsiz oldugu ve yan yattig belirlendi.
Maruziyetten 35 dakika sonra larvalarin hepsinin hareketsiz
oldugu belirlendi. Maruziyetten 1 saat sonra ise hicbir
larvada kalp atimi, dolayisiyla sagkalim tespit edilemedi.

Sekil 1. Fertilizasyon sonrasi ilk inceleme

Sekil 2 a.

Sekil 2 c.

sekil 2 d.

Sekil 2. Bir saatin sonunda a) Kontrol grubu b) %50 v/v ¢) %12,5 v/v
d) %6.5 v/v lavandula intermedia hidrosolt uygulanmis 5 gunlik zebra
baligi larvalari.

(%12,5 ve %6,25 v/v) konsantrasyona maruz birakilan
larvalarda maruziyetten bir saat sonra mikroskop altinda
yapilan degerlendirmede bu gruplardaki tim larvalarin
(%100) hayatta kaldigi belirlendi. %6,25 v/v konsantrasyona
maruz kalan grupta kuyucugun koselerine goc ve hareket
azalmasiyla sedasyon, %12,5 v/v grupta ise sedasyon
gorilmeden 6nce hareketlerde kontrol grubuna kiyasla bir
sire artis gozlendi.

TARTISMA

Geleneksel olarak kullanilan bitkisel kaynakli biyoaktif
maddelerin  etkilerinin  kanita dayali yontemlerle
aciklanmasi gereklidir. Bu ekstratlarin klinik dizeyde
kullaniminin degerlendirilmesi icin aktif maddeleri hizl
ve efektif bicimde tarayabilecek ve mekanizmalarini
aciklayabilecek yontemlere ihtiyac vardir. Bu calismada
kullanilan zebra baliklari, bu gibi amaclar icin ideal sayilan
model organizmalardan biridir (8).

Lavanta hidrosoli %50 v/v kontrasyonda zebra balig
larvalarinda letaliteye neden olmustur. Ayrica, hidrosolin
eklendigi ilk on dakika icinde tim gruplarda, kimyasal
maruziyetinin yol actigl strese bagli oldugu dusintlen bir
hareket artisi gozlemlenmistir. Bunu takiben maksimum
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konsantrasyona (%50 v/v) maruz kalmis larvalar akut
toksisite sonucu 6Imustlr. Orta derecede konsantrasyona
(%12,5 v/v) maruz kalmis larvalarin hareketi ise ilk
karsilasmadaki kadar fazla olmasa da sedasyondan uzak
bir durumda seyretmistir, hareket hizlarinin kontrol grubu
larvalarinayakinoldugugdzlenmistir. Dislk konsantrasyona
(%6,25 v/v) maruz kalmis larvalarda subjektif olarak
degerlendirilen hareketliliklerinde azalma, sedasyonda
artis olarak yorumlanmistir. Ara dozda goézlemlenen bu
hareketliligin deney kosullari dahil bircok sebebi olabilir.
Yiksek doza maruz kalmis larvalarin kalpleri durmadan
once gosterdikleri stres davranislari, bu davranisin
daha hafif bir halinin ara doza maruz kalmis larvalarda
letaliteye ulasmadan seyrettigini dislindirebilir. Buna
gore, distk doza yakin oldugu tahmin edilen bir optimal
doz karsisinda larvalarin sedate olmasi beklenebilir. Bu
doz arttinldiginda ise larvalarin stres davranisi gbstermesi,
doz belli bir noktaya-bu calisma igin %50 v/v-ulastiginda
ise toksisite nedeniyle kalplerinin durmasi beklenebilir.
Hareketin subjektif olarak degerlendirildigi calismamizda
iki arastirmaci ayni anda goézlem yapmistir. Zebra baliginda
hareketin bilgisayar gorintileme ve kayit sistemleriyle
yapildigl calismalar zebra baliginda davranis konusunda
daha kesin sonuclar vermektedir.

Bitkilerden elde edilen gerek kozmetik gerek saglik alaninda
kullanilan biyoaktif maddeler ile ilgili veriler oldukgca
onemlidir. Bu kullanimlarin optimize edilmesi ve doz etki
ve toksisite acisindan degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu
calismada kullanilan zebra baligi, bu tir degerlendirmeler
icin uygun bir organizmadir. Bu maddelerin yeralti sularina
karismasinin sonucunda ve sucul canlilarda etkilerini de
ongordiricd olabilir.

Zebra baligl arastirmalarinda arastirilan maddenin embriyo
doneminde etkisi, larvada ve eriskin zebra baliginda
uzun dénem maruziyeti farkli yanit ve toksisiteye neden
olabilir. Zebra baliginin insanla olan genom benzerliginin
%70 olmasi ve zebra baliginin davranislari iyi sekilde
tanimlandigi  icin  otomatize sistemlerde kantitatif
arastirmalar yapilabilmektedir (9).

ileride vapilacak calismalarda subjektif olarak zebra
baliginin hareketlilik degisiklikleri bilgisayarli sistemlerle
daha objektif degerlendirilebilir.

Lavanta yagl geleneksel olarak giivenli bulunsa da hiicre
kiltard cahsmalar deride toksik etkilerin olabilecegine
isaret etmekte ve klinik olarak nadiren de olsa kontakt
dermatite neden olabilmektedir (10). Bu calismanin
sonuglari da lavanta intermedia hidrosollinin yiksek
dozlarda  toksik  olabilecegini distndlirmektedir.
Literatirde 18 aylik bir ¢ocugun oda kokusu amaciyla
kullanilan lavanta intermedia ekstraktindan az bir miktar
kazara oral alimiyla ortaya ¢ikan nérolojik bulgulari, kan
ve idrar tahlili ile kanitlanmis ve toksisite bildirilmistir (11).
Hidrosolinin de kazara aliminda klinik etki olusabilecegi
goz dntnde bulundurulmalidir.

Lavanta intermedia hidrosollnin glvenliliginin
degerlendirilmesinin  yani sira etkisinin arastiriimasi
acisindan da 6nemlidir. Diger aromatik bitkilerde oldugu
gibi lavanta intermediada da hidrosol esansiyel yagdan cok
daha fazla hacimde elde edilmektedir (12). Yan triin olarak
degerlendirilen hidrosolin olasi etkilerinin arastiriimasi
yeni bir deger katabilecektir.

Tesekkiirler
KUTTAM zebra baligi laboratuvari ¢alismalarinda teknik
yardimlarindan dolayi Aziz Kaya’ya tesekkiir ederiz.

Yazar Katkilari: Calisma Konsepti/Tasarimi: EY, AG, ES, ZGO,
Veri Toplama: AG, ZGO, Veri Analizi/Yorumlama: EY, AG,
ZGO, Yazi Taslagi: EY, AG, ZGO, igerigin Elestirel incelemesi:
AG, ES, ZGO, Son Onay ve Sorumluluk: EY, AG, ES, Malzeme
ve teknik destek: EY, ZGO, Stipervizyon: EY.

Cikar Catigsmasi: Yazarlar ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
Finansal Destek: Yazarlar bu calisma igin finansal destek
almadiklarini beyan etmislerdir.
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