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Amag: Endiistrilerde genis kullanim yeri olan nikelin teratojenik, kanserojenik, immiinotoksik ve genotoksik etkileri
vardir. Bu ¢aligmada, nikel siilfatin sebep oldugu genotoksisiteye karsi antioksidan 6zellige sahip likopenin koruyucu
etkileri arastirilmigtir. Gere¢ ve Yontem: Calismada toplam 24 adet rat (Wistar albino) dort gruba ayrilmistir. Grup 1
(kontrol) giinliik olarak serum fizyolojik intraperitonal (i.p.) ve musir yagi oral gavajla (0.5 ml); Grup II nikel siilfat (20
mg/kg, i.p.) serum fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilerek; Grup III likopen musir yagi (0.5 ml) siispansiyon haline getirilerek 20
mg/kg dozlarinda oral gavajla; Grup IV likopen musir yagi (0.5 ml) igerisinde siispansiyon haline getirilerek 20 mg/kg
dozlarinda oral gavajla verildikten 2 saat sonra nikel siilfat (20 mg/kg, i.p.) 21 giin boyunca uygulanmistir. Genotoksisite
testlerinden biri olan kemik iliginden mikroniikleus testiyle mikroniikleuslu polikromatik eritrositler (MNPCE) ve
polikromatik eritrositler (PCE) incelenmistir. Bulgular: Koruyucu amagh olarak likopen uygulamasinin MNPCE
diizeylerini nikel siilfat grubuna gore anlamli olarak (p<0.001) diisiirdiigii belirlenmistir. Sonug¢: Likopenin 20 mg/kg
dozunda uygulanmasinin nikel siilfatin meydana getirdigi genotoksik etkiyi azalttig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, Likopen, Nikel, Rat.

Protective Effect of Lycopene Against Genotoxicity of Nickel Sulphate in Rats
ABSTRACT
Aim: Nickel, which has a wide usage area in industries, has teratogenic, carcinogenic, immunotoxic, and genotoxic effects.
In this study, the protective effects of lycopene, which has antioxidant properties, were investigated against genotoxicity
caused by nickel sulphate. Materials and Methods: In the study, a total of 24 rats (Wistar albino) were divided into four
groups: Group | (control) was given daily saline intraperitoneally (i.p.) and corn oil orally by gavage (0.5 ml); Group Il
was given nickel sulphate (20 mg/kg, i.p.) dissolved in physiological saline; Group Il was given lycopene suspended in
corn oil (0.5 ml) by oral gavage at 20 mg/kg doses; Group 1V was given both lycopene suspended in corn oil (0.5 ml) by
oral gavage at 20 mg/kg doses, and 2 hours later, nickel sulphate (20 mg/kg, i.p.) for 21 days. Micronucleated
polychromatic erythrocytes (MNPCE) and polychromatic erythrocytes (PCE) were examined by bone marrow
micronucleus test, which is one of the genotoxicity tests. Results: It was determined that the administration of lycopene for
preventive purposes decreased the MNPCE levels significantly (p<0.001) compared to the nickel sulphate group.
Conclusion: Administration of lycopene at a dose of 20 mg/kg is protective against the genotoxic effects of nickel
sulphate.
Keywords: Genotoxicity, Lycopene, Nickel, Rat.
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GIRiS

Endiistriyel gelismelerle birlikte artan ¢evre kirligi
kiiresel bir sorundur (Timothy ve Tagui Williams,
2019). Modern endiistrilerde genis kullanim alanina
(elektrik-elektronik, otomotiv, kimya, enerji, ulagim
ve tibbi gerecler vb.) sahip olan nikel cevre
kirliliginde etkili agir metallerden biridir (Das ve
ark., 2018; Genchi ve ark., 2020). Cevre kirliligine
ve beslenmeye bagl olarak insan ve hayvanlar
nikele farkli yollarla maruz kalmaktadir. Cesitli
caligmalarda nikelin immiinotoksik, teratojenik,
kanserojenik ve genotoksik etkileri vurgulanmigtir
(ljomone ve ark., 2018; Kim ve ark., 2018; Usman
ve ark., 2022). Insan ve hayvan saglhiginda alerjik
dermatit, bobrek ve kardiyovaskiiler hastaliklara,
akciger fibrozu, akciger ve burun kanseri ile iireme
sistemi iizerinde nikel olumsuz etkiye yol
agmaktadir (Genchi ve ark., 2020). Cevre
kirleticilerinin saglik iizerinde meydana getirdigi
olumsuzluklara kars1 yiiksek antioksidan ve
antiinflamatuvar ozelliklere sahip besin
takviyelerinin  kullanilabilecegi ifade edilmistir
(Hennig ve ark., 2018). Likopen antioksidan,
antikanser, antiinflamatuvar, antidiyabetik ve
hepatoprotektif,  kardiyoprotektif, = néroprotektif
ozelliklere sahip bir karotenoiddir (Imran ve ark.,
2020; Khan ve ark., 2021). Bu ¢alismada, nikelin
olusturdugu  genotoksisiteye  karsi  likopenin
koruyucu etkileri arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlari

Caligmada 24 adet saglikli erkek rat (Wistar albino,
6 haftalik, 200+20 g agirhiginda) Harran Universitesi
Hayvan Deneyi Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuvar Hayvanlari Birimi’nden temin edildi.
Laboratuvar kosullarna 7 giin adaptasyonlar
saglanarak standart laboratuvar sartlarinda 12 saat
karanlik/aydinlik dongii olacak sekilde, 23+2°C,
%60-65 nemde, pelet yem (protein (%22.21), yag
(%3.32), fiber (%3.12), karbonhidrat (%68), vitamin
ve mineral) ve su ad libitum beslenme yapildi.

Deney gruplari ve deneysel islemler

Ratlar rastgele dort gruba ayrildi. Grup I kontrol
giinliik olarak serum fizyolojik intraperitonal (i.p.) ve
musir yagi (0.5 ml) oral gavajla (Atessahin ve ark.,
2006); Grup II nikel siilfat (Acros organik nickel
stilfate heptahydrate, Lot: A0371683, kod:270552500)
(20 mg/kg, canli agirlik (c.a), ginlik, i.p.) serum
fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriilerek (Temamogullari ve
ark., 2022) Grup Il Likopen (Redivivo TM, kod
7803, DSM Nutritional Products, Istanbul, Turkey)
musir yagi (0.5 ml) siispansiyon haline getirilerek 20
mg/kg dozlarinda oral gavajla (Jiang ve ark., 2016;
Sharma ve Vijaya, 2015) Grup IV likopen misir yagi
(0.5 ml) igerisinde siispansiyon haline getirilerek 20
mg/kg dozlarinda oral gavajla verildikten 2 saat sonra
nikel siilfat (20 mg/kg, c.a, ginlik, i.p.) 21 giin
boyunca uygulandi (Adeyemi ve ark., 2017; Deng ve

ark., 2012). Hayvanlar deneme sonunda (22. giin)
dekapitasyon yontemiyle 6tenazi edildi.
Mikroniikleus testi

Calismada Schmid (1975) tarafindan gelistirilen
yonteme gore iki ucundan kesilen femur kemiginden
kemik iligi i¢erisinde 3 ml fotal dana serumu bulunan
santrifiij tiipe aktarildi. Tiipler 2000 rpm de 5 dakika
santrifiij ~ edildi.  Santrifiij sonras1  tliplerdeki
siipernatantlar atilarak tiipte kalan kismin iizerine bir
damla dana serumu konuldu. Siispanse edilen
kisimdan alinan bir damla 6rnek temiz lamlar iizerine
yayildi (Sekil 1). Lamlar havada kurutuldu. Fiksasyon
islemi 10 dakika metil alkolde gerceklestirildi
(Schmid, 1975).

Sekil 1. Rat femurunda kemik iligi 6rneginin
alinmasy, siispanse edilen kisimdan alinan bir
damla 6rnegin temiz lamlar iizerine yayilmasi

Boyama islemi

Fikse edilmis preparatlar 5’er dakika sirasiyla
%0.25’lik May Grunwald ve %0.125’lik May
Grunwald boyasi ile boyandiktan sonra saf suyla
yikandi. Boyama iglemi preperatlarin 30 dakika
%20’lik Giemsa boyasi ile boyanip, yikanmasi ve
kurumaya birakilmasiyla tamamlandi. Preparatlar
1000  biiyiitmede 151k mikroskobunda,  her
preparattan rastgele 2000 adet polikromatik
eritrositler (PCE) sayilarak ger¢eklesmistir. Bunlarin
icerisinde mikroniikleuslu polikromatik eritrositlerin
(MNPCE) sayilari belirlenerek, ylizdeleri
¢ikartilmistir (Aksu ve ark., 2013).

Istatistiksel analiz

Calisma sonuglarinin normal dagilima uygun olup
olmadigin1 belirlemek amact ile Kolmogorow-
Smirnov normallik testi yapildi. Elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri IBM SPSS 22 programi
kullanilarak yapildi. Deney grubu ortalamalar
arasinda farklilik olup olmadigi tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve eger deney gruplari ortalamalari
arasinda farklilik varsa gozlenen bu farkliligin hangi
grup ya da gruplardan kaynaklandiginin saptanilmasi



i¢in grup ortalamalar1 izerinde ‘ANOVA-Tukey’ testi
uygulandi ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Arastirmanin etik yonii

Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan (Toplant1 tarihi:23.06.2022; Oturum no:
2022/05; Karar: 01-06) etik izin alinmigtir.

BULGULAR

Ratlarda nikel siilfat ve likopen uygulamalari
neticesinde elde edilen MNPCE sayilarinin
istatistiksel ~ analizlerinden elde edilen veriler

incelendiginde, nikel siilfat uygulanan gruptaki
hayvanlarin MNPCE sayilarinin diger gruplara oranla
daha yiiksek oldugu (p<0.001) (Sekil 2), koruyucu
amaglt olarak likopen uygulamasinin ise MNPCE
sayillarim1 nikel siilfat grubuna gore disiirdigi
(p<0.001) (Sekil 2) belirlenmistir (Sekil 3).

MNPCE

25
20
15

Negatif Kontrol Nikel Siilfat

Likopen

Likopen+Nikel
Siilfat

Sekil 2. Negatif kontrol ve uygulama gruplarindaki hayvanlara ait 2000 adet Polikromatik Eritrosit (PCE)
sayllarak gerceklestirilen ¢calismada MNPCE sayilar: (Ortalamaztstandart sapma, farkh harfler
istatistiksel olarak 6nemlidir)
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Sekil 3. Oklar ratlarin kemik iliinde 1000 biiyiitmede 151k mikroskobunda Polikromatik Eritrosit (PCE),
Mikroniikleer Polikromatik Eritrosit (MNPCE) goriintiileri

TARTISMA

Bilindigi gibi cesitli karsinojen ajanlara maruziyet
genotoksisiteye ve mutajeniteye sebep olmaktadir.
Olusan genotoksik veya mutajenik etkilerin
belirlenmesi amaciyla Ames testi, Comet testi,
kromozom aberasyon testi, kardes kromatid degisimi

testi ve mikroniikleus (MN) gibi ¢esitli testler
kullanilmaktadir. MN testi, kimyasal karsinojenlerin
kemik iligi kullanilarak hiicrelerde meydana
getirdigi yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri
ve genomik kararsizligin gosterilmesinde kullanilan
bir biyoizlem testidir. Genotoksisitenin



belirlenmesinde mikroniikleus testi in vivo ve in
vitro ¢alismalarda kullanilan giivenli, hizli ve genis
kullanim alan1 olan bir testtir (Sekeroglu ve Atli-
Sekeroglu, 2011; Zhivagui ve ark., 2016).
Endiistrilerde yaygin kullanim alanina sahip agir
metallerden biri olan nikel, &zellikle meydana
getirdigi oksidatif hasar ile DNA zincirini, capraz
baglarim1 ve onarim mekanizmasini  bozarak
kanserojeniteye sebep olmaktadir. Nikel
bilesiklerinin in vitro ve in vivo bir¢ok ¢alismada
genotoksik etkisi ortaya konulmustur (Guo ve ark.,
2019; Zhu ve Costa, 2020). Mevcut ¢alismada nikel
uygulanan grupta MNCE sayisindaki artis nikel
stilfatin genotoksisite meydana getirdigi ve diger
caligmalarla ~ uyumlu  oldugu  belirlenmistir.
Beslenmenin, ¢evresel Kkirleticilerin aracilik ettigi
doku hasar1, reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikalleri temizlemesiyle sitotoksisite
mekanizmalarin1  iyilestirdigi, hiicrelerdeki lipit
seviyesini, antioksidan durumu ve oksidatif stresi
Onleyebilecegi ifade edilmistir (Lourenco ve ark.,
2019). Antioksidan potansiyele sahip likopenin
kanser, norodejenerasyon ve osteoporoz gibi kronik
hastalik durumlarinda oksidatif hasar1 iyilestirmek
amaciyla nutrasétik olarak kullanimina olan ilgi her
gecen giin artmaktadir (Imran ve ark., 2020).
Ozellikle diisiik oksijenli peroksil radikallerini
temizleyerek lipit peroksidasyonunu engelleyici
etkisi bulunmaktadir (Tchonkouang ve ark., 2022).
Likopenin kanser onleyici etkisi, serbest radikallerle
kolaylikla reaksiyona girmesiyle aciklanmistir
(Yasmeen ve ark., 2022; Tchonkouang ve ark.,
2022). Temamogullar1 ve ark., (2022) ratlarda MN
testi ile yaptigi calismada, 20 mg/kg nikel siilfat
uygulanan grupta MNPCE sayisii  20.33+1.03
oldugunu ifade etmistir. Ayrica 20 mg/kg
bromelainin genotoksisiteye karsi etkili olmadigi
belirtilmistir. Mevcut ¢alismada benzer sekilde nikel
uygulanan grupta MNPCE sayist 21.14 olarak
belirlenmis ve likopenin koruyucu etkisinin anlamli
oldugu belirlenmistir. Bu farklilik koruyucu amagla
kullanilan maddelerin antioksidan potansiyelleri ile
uygulama siirelerinin farkliligindan kaynaklanmis
olabilecegi diisiniilmektedir (Temamogullart ve
ark., 2022). Genotoksik etkiye sahip kapsaisinin
meydana getirdigi mutajeniteye karsi 2 mg/kg
likopenin lipid peroksidasyonu ve kemik iliginde
MN sayisini diisiirdiigii belirtilmistir (Banji ve ark.,
2013). Comet testiyle yapilan ¢alismada, 15 mg/kg
likopenin lenfositlerdeki DNA hasarini iyilestirdigi
tespit edilmistir (Torbergsen ve Collins, 2000).
Likopenin (1uM, 3uM, 5uM, 10 uM konsantrasyon)
mutajen bir madde olan etil metan sulfonat karsi
sogan kok hiicrelerinde doza bagli olarak kromozom
hasarin1  azalttigi ve koruyucu etkili oldugu
gosterilmigtir  (Aslantiirk,  2003).  Farelerde,
yapisinda likopen bulunan karpuzun siklofosfamid
kaynakli genotoksik etkiye karst MNPCE sikligini
azaltarak dogal antigenotoksik oldugu ifade
edilmistir (Asita ve Molise, 2011). Ratlarda ferrik

nitrilotriasetatin meydana getirdigi DNA hasarinin
10 mg/kg likopen 6n tedavi uygulanan grupta daha
az oldugu ifade edilmistir (Matos ve ark., 2001).
Yine yapilan bagka bir ¢caligmada nikele maruz kalan
ratlarda MNPCE sayisinin arttigi ve Omega-3 yag
asitleri uygulamasinin MNPCE sayisin1 disiirdiigi,
genotoksik etkiyi azalttig1 belirtilmistir (Owumi ve
ark., 2019).

SONUC

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, bir¢ok
kimyasal maddenin en diisiik miktarlarmin bile
genotoksik ve mutajenik olabilecegi rapor edilmistir.
Bundan dolayi, belirtilen etkilere sahip olma
potansiyeli tasiyan kimyasal ajanlarin insan ve
hayvanlarda mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etkilere neden olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi
ve bu etkilere karsi antimutajenik, antikarsinojenik
ve antiteratojenik olarak alinmasi gereken maddeler,
onlemler son derece dnemlidir. Yapilan bu calisma
sonucunda; nikel siilfatin genotoksik etkisine kars1
likopenin (20 mg/kg) MNPCE sayilarini, nikel siilfat
grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir sekilde
disiirdigii, nikel silfatin uygulanan dozuna (20
mg/kg) karsi potansiyel olarak koruyucu oldugu
sOylenebilir. Likopen ve nikel siilfat kimyasallart
tizerinde yapilan mikroniikleus testi disinda, diger in
vivo ve in vitro kisa zamanlh genotoksisite
testlerininde gerceklestirilmesi gerektigi
diigiiniilmektedir.

Cikar Catismasi

Yazarlar, bu makalenin arastirilmasi, yazarligi
ve/veya yaymlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir
potansiyel ¢ikar ¢atismasi beyan etmemistir.
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ABSTRACT

Aim: This study aimed to determine the aflatoxin and heavy metal levels in the samples of unpackaged red pepper, black
pepper and cumin sold in Van and to estimate the health risks of heavy metals. Materials and Methods: In 60 samples (20
of each spice sample) obtained from herbal shops and markets, aflatoxin analysis was done with HPLC device and heavy
metal analysis was done with ICP-MS device. Results: Although AFG: and AFGz were not detected in all spice samples,
AFBL1 and AFB2 were not detected in all cumin samples, AFB:1 was detected in all red pepper samples and only one black
pepper samples, and AFB: in 18 red pepper samples. As a result of heavy metal analysis, the average concentration of Ni,
Cd, Pb and Al were 5.08, 0.35, 2.47, 392.45 ppm in black pepper, 9.12, 0.20, 1.40, 514.4 ppm in cumin and 8.95, 0.06, 0.11,
33.75 ppm in red pepper, respectively. Arsenic was detected only in cumin and its average concentration was 0.06 ppm.
Conclusion: In 90% (18 samples) of red pepper samples, AFB1 was detected above the permisisble limit value in Turkish
food codex. The Cd level in black pepper samples and Ni levels in all spice samples determined in this study were above the
limit values. According to daily intake tolerance limits, although Ni, As, and Cd levels in spices do not pose any risk, Al in
all spice samples and Pb levels in black pepper samples are above the daily intake tolerance limits. Spice samples do not
pose risk of non-carcinogenic effects, as THQ exposure values are less than 1.

Keywords: Spice, Aflatoxin, Heavy Metal, Health Risk Assessment.

Van ilinde Ambalajsiz Olarak Satilan Bazi Baharatlarda Aflatoksin ve Agir Metal

Diizeylerinin Belirlenmesi ve Agir Metallerin Saghk Risklerinin Degerlendirilmesi
(077
Amag: Bu ¢aligmanin amaci, Van ilinde ambalajsiz olarak satilan kirmizibiber, karabiber ve kimyon ¢esitlerindeki aflatoksin
ve agir metal diizeylerinin belirlenmesi ve agir metallerin saglik risklerinin tahminlerinin yapilmasidir. Gere¢ ve Yontem:
Aktarlardan ve marketlerden toplanan 60 adet ornekte (her baharat rneginden 20'ser adet) aflatoksin analizi HPLC cihazi ile
agir metal analizi ise ICP-MS cihazi ile yapilmistir. Bulgular: Baharat 6rneklerinin tiimiinde AFG1 ve AFGz, kimyon
orneklerinin tiimiinde AFB1 ve AFB2 tespit edilmedigi halde, kirmizibiber orneklerinin tiimiinde, karabiber &rneklerinin
sadece 1 tanesinde AFB: ve kirmizibiber orneklerinin 18 tanesinde AFB: belirlenmistir. Ni, Cd, Pb ve Al’un ortalama
degerleri sirasiyla karabiberde 5.08, 0.35, 2.47, 392.45 ppm, kimyonda 9.12, 0.20, 1.40, 514.4 ppm ve kirmiz1 biberde 8.95,
0.06, 0.11, 33.75 ppm olarak tespit edilmistir. Arsenik ise sadece kimyonda tespit edilmistir ve ortalama degeri 0.06 ppm‘dir.
Sonug: Kirmizi biberlerin %90’mnda (18 6rnek) Tiirk Gida Kodeksinde izin verilen sinir degerin tizerinde AFB1 saptanmustir.
Karabiberde tespit edilen Cd ve tiim baharat drneklerindeki Ni diizeyi maksimum izin verilebilir sinir degerlerin iizerindedir.
Giinliik alim tolerans limitleri goére baharatlardaki Ni, As ve Cd diizeyleri herhangi bir risk olusturmadigi halde tiim baharat
orneklerinde Al, karabiber 6reklerinde Pb diizeyi giinliik alim tolerans limitlerinin istiindedir. THQ maruziyet degerleri,
1'den kiigiik oldugu i¢in baharat drnekleri kanserojen olmayan etki riski tasimamaktadir.
Anahtar Kelimeler: Baharat, Aflatoksin, Agir Metal, Saglik Riski Degerlendirmesi.
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INTRODUCTION

Spices, which consist of leaves, flowers, seeds or
juices of plants, are food additives with specific
odors and flavors, used to increase appetite, facilitate
digestion and for preservative purposes. Spices,
which are widely used in the food industry and at
home, play an important role in the aroma and flavor
change of foodstuffs (Uner et al., 2000). Most of the
spices used in food production are contaminated to
varying degrees by mold spores, yeasts and bacteria
(Gecan et al.,, 1986). Molds, which can resist
preservation and storage techniques such as heating,
freezing, antibiotic and radiation application, cause
mycotoxin formation in foods. Among the
mycotoxins, AF is the most important. AF, which
can cause acute, subacute and chronic poisoning
when ingested by humans and animals, is the
substance with the highest potential to cause liver
cancer in humans and is evaluated as group |
carcinogens by the World Cancer Research Center
(IARC) (Hazir & Coksoyler, 1998). Apart from liver
cancer, AF also has many important toxic effects
such as suppressing the immune system and causing
deterioration in protein metabolism (Williams et al.,
2004).

Heavy metals are one of the most important food
contaminants threatening human health in recent
years. The closeness of the cultivation areas to the
city, unplanned urbanization, domestic and industrial
wastes, heavy metals emitted from the chimney
smoke or the exhausts of motor vehicles adversely
affect all living things in the ecosystem (Okcu et al.,
2009). Heavy metals taken into the body by
consuming a food contaminated with heavy metals,
depending on the concentration and accumulation in
the tissues, it can lead to important health problems
in chronic dimensions (Jarup, 2003). Most of the
health problems caused by heavy metals are chronic
diseases or cancers that require advanced diagnosis
and treatment. Toxic heavy metals that people can
come into contact with frequently due to daily use
and environmental pollution are arsenic, mercury,
lead, cadmium, nickel and aluminum (Freedman,
1995).

Prolonged consumption of foods containing high
amounts of aflatoxin and heavy metals may pose a
problem for public health. For this reason, it is
important to determine the levels of aflatoxin and
heavy metals in spices such as red pepper, black
pepper and cumin, which are consumed by
constantly participating in meals, in order to raise
awareness of the society and protect consumer
health. This study was planned to determine the
levels of aflatoxin and heavy metals in red pepper,
black pepper and cumin samples used as spices to
add flavor to foods in Van province and to predict
the health risks of heavy metals. Thus, possible risks
in terms of public health were evaluated by
revealing the aflatoxin and heavy metal levels in
these spice samples.
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MATERIALS AND METHODS

Sample collection

A total of 60 samples of red pepper (n=20), black
pepper (n=20) and cumin (n=20) were obtained from
herbal shops and local markets in Van province in
2018. Samples of 50 grams, which were placed in
sterile bags, were delivered to the laboratory in a short
time.

Measurement of aflatoxin

Analysis of aflatoxin in the samples was performed
with high performance liquid chromatography
(HPLC) device (Agilent, 1100 series, U.S.A.) with
fluorescent detector, after purification using an
immunoaffinity column (IAK). As a method, the
method of AOAC (2000) (999.07) was used.
Measurement of heavy metals

For determination of heavy metal concentrations, a
wet digestion of the dried samples was done
according to the method described by Allen (1986)
using %65 HNO3; and HCIO4 mixture. Each sample
was weighed about 0.5 g and then combined with a
10 ml of 3:1 acid mixture (HNO3 and HCIO.). After
waiting for a while, the mixture was heated up to 70
°C until a transparent solution was obtained. The
clear solution was transferred into 25 ml volumetric
flask, and completed to the mark with double
distilled deionized water. Blanks were also prepared
according to the same digestion procedure for
comparison. The metal content analysis of the
samples was performed with an ICP-MS device
(Thermo Scientific UK, X Series 2). The metal
levels in the studied spice samples were compared
with the Maximum permissible limits (MPL) in
spices determined by WHO/FAO (2007). No
maximum limit is specified for Al in spices.

Heavy metal health risk assessment

Estimated Daily Intake (EDI) and target hazard
quotient (THQ) calculations were made to determine
possible consumer risks from spice consumption. In
calculations, average adult body weight was
considered to be 60 kg for adult and life expectancy is
70 vyears (USEPA, 2000). An average daily
consumption of 0.01 kg of spices was assumed in this
study. This method was adapted because spices are
widely consumed as a major part of the diet
(Asomugha et al., 2016).

Calculation of the daily heavy metal intake:

EDI = (Cmetal X Dfood intake)/ BWaverage

Where:

EDI: Estimated daily intake (mg/kg/day)

C - the metal concentration in spices in mg/kg,

D - the daily intake of food in kg person (0.01 kg)
BW - average body weight in kg person (60 kg)
Calculated EDI values were compared with estimated
daily intake limits reported by WHO/FAOQO (2011) and
JEFCA (2011). While the instrumental analysis
results were used directly for all the metals examined
during the calculations, but a different conversion
factor was applied for As. Since a significant part of



the As in the tissues is in organic form, they do not
show as much toxic effects as inorganic forms
(Castro-Gonzalez &  Mendez-Armenta,  2008).
Therefore, when calculating the possible risk of As
level for the consumer, 3% of the total As
concentration was used as in previous studies (Traina
etal., 2019).

The ratio between the reference dose (RfD) of metals
and the exposure to metals represents the Target
Hazard Ratio (THQ). THQ; It also expresses the risks
of non-carcinogenic effects of the concentrations of
metals taken into the body for consumers. THQ
calculations were made according to the formula
reported by the USEPA (2019).

THQ= [(EF - ED - FIR - C)/(RfD - BW - AT)] - 10’
Where:

Efr - exposure frequency in 365 days/year

ED - exposure duration in 70 years (equivalent to an
average lifetime)

FIR - average daily consumption in kg/person/day

C - concentration of metal in food sample in mg/kg
RfD - reference dose in mg/kg/day (for Al, As, Cd, Ni
ve Pb respectively; 1.00, 0.0003, 0.001, 0.02 ve
0,004) (EPA, 2016)

BW - average body weight in kg person! (60 kg)

ATn - average exposure time for non — carcinogens in
days (365 day/year x ED).

A total THQ value greater than 1 indicates that there
are non-carcinogenic health risks for the consumer
(USEPA, 2019).

Table 1. Aflatoxins levels of red pepper samples.

The HI has been developed to estimate the overall
non-carcinogenic risk to human health through
exposure of more than one pollutant. HI is the total of
the hazard quotients all heavy metals in spices.

HI = THQ(Ni) + THQ(As) + THQ(Cd) + THQ(Pb) +
THQ(AI)

If the values of THQ/HI > 1 indicates that the
population will pose potential adverse health effects,
while if THQ/HI < 1, the population is unlikely to
experience obvious adverse effect (Mohammadi et al.,
2019).

Statistical analysis

Data were analyzed with IBM SPSS V23. One-way
analysis of variance (ANOVA) was used to analyze
data with normal distribution. Tukey HSD test was
used in multiple comparisons. The Kruskal Wallis test
was used to compare data that were not normally
distributed. Analysis results are presented as mean +
standard deviation. The significance level was taken
as p<0.05.

Ethical considerations

Ethics committee approval is not required as this
study does not fall under the scope of "research that
requires ethics committee approval”.

RESULTS

The data obtained as a result of aflatoxin analysis in
this study were shown in Table 1.As a result of the
HPLC analysis, AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2
were not detected in cumin.

Spice No AFB:1 (ppb) AFB2 (ppb)
Red Pepper 1 8.01 0.80
Red Pepper 2 9.47 0.76
Red Pepper 3 1351 0.83
Red Pepper 4 12.43 0.81
Red Pepper 5 9.41 0.77
Red Pepper 6 0.29 0
Red Pepper 7 0.47 0
Red Pepper 8 13.66 0.93
Red Pepper 9 11.22 0.82
Red Pepper 10 11.28 0.88
Red Pepper 11 8.07 0.79
Red Pepper 12 8.13 0.76
Red Pepper 13 20.11 0.89
Red Pepper 14 15.21 0.87
Red Pepper 15 19.96 0.99
Red Pepper 16 20.14 1.00
Red Pepper 17 14.32 0.92
Red Pepper 18 11.53 0.86
Red Pepper 19 31.60 1.23
Red Pepper 20 37.49 1.35
Average Concentration 13.81+8.9 0.81+0.32




While AFB;, AFGi, AFG; were not detected in
black pepper, low levels of AFB; were detected in
only one sample. However, although AFG; and
AFG; were not detected in red pepper, high levels of

AFB; were detected in all samples and AFB; was
detected in 18 samples. The amount of AFB; in red
pepper samples was found to be between 0.286-
37.491 ppb (mean 14.2+8.4).

Table 2. Comparison of heavy metal levels in spices (Mean+SD).

Spices n Ni (ppm) As (ppm) Cd (ppm) Pb (ppm) Al (ppm)
Black pepper 20 5.08+1.28° 0.35+0.482 2.4743.51° 392.454247 .42
Cumin 20 9.12+6.01° 0.06+0.05 0.20+0.26% 1.40+1.86% 514.4+537.92
Red Pepper 20 8.95+4.51P 0.06+0.01° 0.11£0.05 33.75+10.01°
MPL (WHO/FAQ) 1.63 1.0 0.2 5.0 -

a,b: There is no difference between groups with the same letter on the same line for each parameter.
WHO/FAO - World Health Organization/ Food and Agricultural Organization (2007).

MPL; Maximum permissible limit (ppm)

As a result of heavy metal analysis, the mean level
of Ni in black pepper samples was determined to be
lower than in other spice samples. Arsenic was

detected only in cumin samples. The mean value of
Cd, Pb and Al were lower in red pepper samples
compared to the other spice samples (Table 2).

Table 3. Calculated daily intake level of each spices for various metals (mg/kg/day), on assumed 0.01 kg

consumed by 60 kg body weight.

Spices Ni As Cd Pb Al
Black pepper 8x10 5x10° 4x10° 65x10°
Cumin 15x10 3x107 3x10° 2x10* 85x107
Red Pepper 15x10 1x10° 2x10° 6x10°
bTDI 5010 2X10° 20x10° 2x10* 14x10*

(WHO, 2011) |  Anonymous (2022). (WHO, 2011) (WHO, 2011) | JECFA (2011)

PTDI: Provisional Tolerable Daily Intake

Table 4. Effect of Daily intake of heavy metal (mg/kg/day) on the consumption of 0.01 kg of spices, effect

based on 60 kg of human body weight.

Spices Ni As Cd Pb Al
Black pepper NO EFFECT NO EFFECT NO EFFECT ACUTE ACUTE
Cumin NO EFFECT NO EFFECT NO EFFECT NO EFFECT ACUTE
Red Pepper NO EFFECT NO EFFECT NO EFFECT NO EFFECT ACUTE

According to Table 3, Al in all spice samples and Pb
level in black pepper samples are above the daily
intake tolerance limits. Therefore, all spice samples
have the risk of acute toxicity in terms of Al and

Table 5. THQ and HI values of heavy metals in spices.

black pepper samples in terms of Pb levels if they
are consumed continuously.

According to Table 5, THQ and HI values were
lower than 1 in all spice samples in this study.

THQ

Spi HI
pices Ni As Ccd Pb Al (TTHQ)

Black pepper 0.042 0.058 0.003 0.065 0.168

Cumin 0.076 0.000001 0.033 0.006 0.085 0.200

Red Pepper 0.075 0.010 0.005 0.006 0.096

TTHQ (Total Target Hazard Quotient)
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DISCUSSION

It is known that aflatoxin, which is commonly found
in herbal products, also poses a great risk for spices.
The main reasons for this are that spices are mostly
produced in tropical climates with high temperature
and humidity, have traditional processing
technologies, and are stored under inappropriate
conditions (Salari et al., 2012).

In the Turkish Food Codex Contaminants
Regulation prepared in accordance with the
European Union Commission Regulation on
Determination of the Maximum Limits of Certain
Contaminants in Foods numbered 1881/2006/EC,
red pepper (Capsicum spp.) (including their dried
fruits, whole and ground forms) and black pepper
(Piper spp.) (including their fruits, white pepper and
black pepper), the maximum AFB; limit is 5 pg/kg,
and the AFB:+B,+Gi+G; limit is 10 pg/kg
(Anonymous, 2011).

In this study, the amount of AFB; above the
permissible limit value in the Turkish Food Codex
(5 ppb) was detected in 90% (18 samples) of the red
pepper samples. In this study, the fact that the red
pepper samples contain aflatoxin B; can be accepted
as an indication that the production, harvest, drying
and storage conditions are not made in accordance
with hygienic rules or that the spice offered for sale
openly and kept in inappropriate storage conditions
is contaminated with mold spores. In a similar study,
it was determined that all of the samples of red
pepper samples sold without packages in Van were
contaminated with AFB; at different levels (1.10-
44.00 ppb). The amount of AFB; was found to be
above the limit value (5 ppb) in 57.5% (23 samples)
and at the limit value in 7.5% (3 samples) of the red
pepper samples, (Agaoglu, 1999).

Among the spices, there are many studies showing
that red pepper is the most sensitive product to
aflatoxin. In studies conducted in different regions
of Turkey, results were obtained confirming the risk
of aflatoxin in red peppers. In a study, it was
determined that all 30 red pepper samples and 90%
of 15 chili pepper samples were contaminated with
aflatoxin, 27% of red peppers and 63% of chili
peppers exceeded the permissible limit of 10 ppb
total aflatoxin (Bircan, 2005). Aflatoxin analysis
was performed in 50 red pepper samples collected
from the market in Kayseri and AFB; was detected
between 1.48-70.05 ppb in all of them, 6% of which
was above 5 ppb (Kanbur et al., 2006). It was
determined that 68 of 100 red pepper samples
collected from retail outlets in Istanbul were
contaminated with AFB; at the level of 0.025-40.9
ppb (Aydin et al., 2007). According to the results of
aflatoxin analysis performed by TLC in 49 red
pepper samples collected from different cities of
Turkey, AFB; at the level of 3.5-80 ppb in 24.5%,
AFB:; at the level of 3-60 ppb in 22%, and AFG; in
the level of 8-40 ppb in 10% were detected in red
peppers. 20 ppb of AFG, was found in only one
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sample (Demircioglu & Filazi, 2010). Ozbey and
Kabak (2012) examined a total of 105 spice samples,
consisting of chili pepper, red pepper, black pepper,
cumin and cinnamon, obtained from the market in
Ankara and Corum, in terms of aflatoxin. At the end
of the study, AFB; was detected between 0.20-35.77
ppb in 63.9% of 22 red pepper samples. Golge et al.
(2013) detected aflatoxin in 150 (82.4%) of 182 red
pepper samples collected from the market in Adana
and Osmaniye provinces in Turkey. While AFB;
between 0.24-165 ppb was detected in 150 of 150
aflatoxin positive samples, AFB; between 0.15-11.3
ppb in 84, AFG; between 0.15-3.88 ppb in 32
samples, AFG; was not found in any sample.

In addition, studies conducted abroad have revealed
the importance of mold contamination and aflatoxin
problem in both spices and red peppers. It was
determined that 67% of the 86 samples obtained
from the market in Sri Lanka and 31% of the
samples obtained from the market in Belgium
contained AFB; over 5 ppb (Yogendrarajah et al.,
2014). It has been determined that 95% of the red
pepper samples obtained from the market in
different regions of Morocco contain AFB; between
1.1-15.4 ppb (El Mahgubi et al., 2013). Aflatoxin
was detected in 56% of powdered red peppers, 59%
of red peppers collected from markets, 58% of
powdered red peppers and 54% of red peppers
collected from restaurants in Pakistan. The amount
of AFB1 was over 10 ppb in approximately 38% of
the powdered red pepper samples and in
approximately 30% of the red pepper samples (Igbal
etal., 2013).

In other studies (Agaoglu, 1999; Aydm et al., 2007,
Ozbey ve Kabak, 2012), the amount of AFB; in red
pepper samples are similar to the values obtained in
this study. However, the level of AFB; reported by
Bircan (2005), Demircioglu & Filazi (2010) and
Golge et al. (2013) is much higher than the value in
this study. Also, the results of AFB; obtained by
Kanbur et al. (2006), EI Mahgubi et al. (2013) is
much lower than our results. AFB; levels determined
in this study is much lower than determined by
Demircioglu & Filazi (2010) and Golge et al.
(2013). The differences in the results are thought to
be because of climatic and regional factors besides
the red pepper type and manufactural processing.

In most of the health problems caused by heavy
metals, treatment options are limited and sequelae or
death can be observed frequently. This suggests that
primary prevention measures may be more
successful than secondary and tertiary treatment
services. The main purpose in primary prevention is
to prevent the contact of living things with heavy
metal, which is risky for their lives. In this study, red
pepper with the highest aflatoxin contamination was
determined as the spice with the lowest heavy metal
load in terms of Cd, Pb and Al, excluding Ni (Table
2). On the other hand, cumin is the spices with the
highest value in terms of Ni, As and Al, and black
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pepper in terms of Cd and Pb. The Cd level in black
pepper samples and Ni levels in all spice samples
determined in this study were above the limit values
according to the Maximum permissible limit
determined by WHO/FAO (2007). Nickel is emitted
into the atmosphere by the combustion of nickel
fuels, mining and refining processes, and ashing of
urban wastes. In addition, sewage sludge is found in
mixed soil and cigarettes (Unal, 2019). So, the
reason for the high Ni level in all spices in this study
may be the increase in Ni level in the soil due to
industrialization, waste and sewage sludge. Cd
element, which has a very high rate of transfer from
soil to plant and is quite mobile in the soil, can be
easily taken up by plants even at very low
concentrations, especially in zinc deficiency, and
accumulate in the edible parts of the plant.
Cadmium, which passes into soil and water through
industrial waste and residues, phosphorus fertilizers,
pesticides, pollutes water and soil. Cadmium
accumulates in the roots of some vegetables and
fruits because the roots take heavy metals from the
soil (Kahvecioglu et al., 2008). Therefore, high
cadmium levels may have been detected in black
pepper samples.

Nkansah and Amoako (2010) determined the lead
level as 0.1153-0.0973 g/kg and the Ni level as
0.0735-0.0593 g/kg in some spice samples collected
in the city of Kumasi. In some samples, especially
ginger, black pepper and cinnamon, the lead level
was found to be higher than the limits determined by
WHO/FAO. Dogan et al. (2014) determined the Ni
level was 0.77-15.6 ppm, the Cd level was 0.001-
0.24 ppm, the As level was 0.005-0.12 ppm, the Pb
level was 0-0.68 ppm in the samples they took from
11 different factories producing red pepper flakes in
Turkey. Soliman (2015) examined arsenic levels in 8
different spice samples collected from local markets
in Egypt and determined the arsenic level as 0.02-
0.11 ppm. Inam et al. (2013) investigated the Pb,
Cd, As and Ni contents of five of the most widely
used spices in Nagpur and found that the Pb level
was 3.3-4.59 ppm, the Cd level was 0.04-0.4 ppm,
the As level was 0.7-1.5 ppm and the Ni level was in
the range of 2.82-5.76 ppm range. Pb and Ni levels
determined in spices by Nkansah and Amoako
(2010) and Pb and As levels determined by Inam et
al. (2013) were higher than the levels determined in
this study, Ni, Cd, As and Pb levels determined in
red pepper by Dogan et al. (2014) were close to the
levels determined in this study. Also, the Cd level
detected in spices by Inam et al. (2013) was lower
than the Cd level determined in this study.

EDI (Table 3), THQ and HI (Table 4) calculations
were made in order to evaluate possible health risks
arising from spice consumption. EDI values were
compared with PTDI values. It has been determined
that the calculated EDI values were below the limits
in terms of Ni, As and Cd elements and that these
metals do not pose any risk in terms of daily intake
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tolerance limits in spice consumption. However, Al
levels in all spice samples and Pb level in black
pepper were above the limits. For this reason, this
spices threaten the public health of consumers in
terms of Al and Pb. Therefore all spice samples have
the risk of acute toxicity in terms of Al and black
pepper samples in terms of Pb levels if they are
consumed continuously (Table 4). Although it does
not directly and precisely reveal the possible health
risks of consumers in case of exposure to metal
pollutants, the THQ value is an important parameter
in order to determine the potential health risks.
THQ>1; reveals that metal consumption poses a risk
for the consumer. Among the THQ levels calculated
using the amounts of metals measured in spices, the
highest values were found in Ni. However, it was
determined that the THQ values of all the metals
examined were below the dangerous threshold (<1).
The HI values were also lower than 1 (Table 5).

CONCLUSION

There is a high risk of contamination by pathogenic
bacteria in spices that are kept under inappropriate
storage conditions, which are offered for sale
openly. Since red pepper is used in a substantial
amount during consumption, even the smallest
amount of toxin that can be taken into the body
harms the image of safe food and carries a great risk
for the consumer. Farmers dealing with red pepper
production in Turkey need to be more careful in
collecting the product, especially at harvest time,
and raise awareness about drying and storage
conditions, production and packaging techniques. As
a result of this study, it was concluded that as many
samples as possible should be taken from the red
peppers to be consumed and should be offered for
consumption after periodic residue analyzes in terms
of aflatoxins.

In this study, according to the Maximum permissible
limit determined by WHO/FAO, the Cd levels
detected in black pepper and the Ni levels in all
spice samples in this study were above the limit
values. This situation poses a risk to public health.
Regular analysis of more food types in the future
will protect society from potential health risks. Also,
in terms of risk assessment, Al levels in all samples
and Pb levels in black pepper exceeds the daily
tolerable limits. But, spice samples do not pose a
significant risk of non-carcinogenic effects, as THQ
exposure values are less than 1. The fact that the HI
values were also lower than 1 showed that the
consumption of these spices did not cause excessive
exposure to these chemicals.
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Amag¢: Bu arastirmada Karadeniz Kalkan Baliginda (Psetta maxima) tek doz (10 mg kg?) florfenikoliin (FF)
farmakokinetiginin belirlenmesi amaglandi. Gere¢ ve Yéntem: Calisma Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigii biinyesinde bulunan kapali sistem havuzlarda Karadeniz suyunda (sicaklik 11+1°C, tuzluluk oran1 %0.18, oksijen
miktar1 10.02 mg ml! altina diisiiriilmedi) gergeklestirildi. Deneyler validasyon (5 adet) ve ilag denemeleri (60 adet) dahil 65
adet kalkan baliginda (42+2 gr) gerceklestirildi. Kalkan baliklar1 kas i¢i ve gavaj yoluyla FF uygulanan gruplar olmak tizere
iki gruba ayrildi. Plazma FF diizeylerinin belirlenmesi yiiksek basingli sivi kromatografisi cihazinda (HPLC) gergeklestirildi.
Farmakokinetik analizler kompartimanli olmayan modele gére win-nonlin farmakokinetik program kullanilarak yapildu.
Bulgular: Validasyon galisma sonuglar1 Goreceli standart sapma (RSD) (%), ortalama geri kazanim (%), LOD ve LOQ (ppm)
degerleri tizerinden sirasiyla, %96.19, %85.81+0.026, 0.0039 ve 0.012 ppm olarak belirlendi. Kas i¢i ve gavaj yoluyla FF
uygulama gruplarinin Tmax, Cmax, Tlast, Clast, AUClast, Vz_F obs, Cl1 F obs degerleri sirasiyla 1 ve 6 saat; 6.60 ve 5.17
mg L; 48 ve 48 saat; 2.02 ve 1.48 mg L%; 145.39 ve 101.76 saat mg L%; 2.54 ve 3.64 L kg; 0.033 ve 0.045 L kg saat*
olarak belirlendi. Sonu¢: Arastirma sonuglar1 FF farmakokinetiginin balik tiirii ve yetistirme kosullari ile ilgili su sicakligt,
tuzluluk oran1 gibi faktorlere bagl olarak degisebilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Farmakokinetik, Florfenikol, Kalkan, Karadeniz, Kas I¢i, Mide I¢i (Gavaj).

Determination of the Pharmacokinetics of Florfenikol in Turbot (Psetta maxima) Fish

Grown in Black Sea Water
ABSTRACT
Obijective: In this study, it was aimed to determine the pharmacokinetics of florfenicol (FF) in a single dose (10 mg kg™) in
Black Sea Turbot (Psetta maxima). Materials and Methods: The study was carried out in closed system pools within the
Trabzon Fisheries Central Research Institute in Black Sea water (temperature was 11+1°C, the salinity rate was 0.18 %,
oxygen did not fall below 10.02 mg ml%). Experiments were performed on 65 turbot fish (42+2 g) including validation (5
specimens) and drug trials (60 specimens). Turbot fish were divided into two groups as FF administered intramuscularly and
gavage. Determination of plasma FF levels was performed on a high pressure liquid chromatography device (HPLC).
Pharmacokinetic analyzes were performed using the win-nonlin pharmacokinetic program according to the non-
compartmental model. Results: The results of the validation studies were determined as 96.19, 85.81+0.026, 0.0039 and
0.012 based on Relative Standard Deviation (RSD) %, mean recovery %, LOD and LOQ in ppm, respectively. Tmax, Cmax,
Tlast, Clast, AUClast, Vz_F_obsand CI_F_obs values of intramuscular and gavage FF administration groups are respectively;
1 and 6 hour; 6.60 and 5.17 mg L"%; 48 and 48 hour; 2.02 and 1.48 mg L%; 145.39 and 101.76 hour mg L-%; 2.54 and 3.64 L
kg; 0.033 and 0.045 L kg ht. Conclusion: The results of the study showed that the pharmacokinetics of FF may vary
depending on the fish species and growing conditions, such as water temperature, salinity.
Keywords: Pharmacokinetics, Florfenicol, Turbot, Black Sea, Intramuscular, Intragastric (Gavage).
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GIRiS

Kalkan (Psetta maxima), Scophthalmidae ailesinin
bir liyesidir (Aydm ve Sahin, 2011). Kalkan balig:
Tiirkiye su trilinleri arasinda 6nemli bir ticari ve
besinsel degere sahip yasst balik tiirlerinden biridir
(Aydin ve ark., 2020; Aydin ve Sahin, 2011; Samsun
ve ark., 2007). Kalkanlar, Atlantik, Baltik Denizi,
Akdeniz ve Karadeniz’in Avrupa kiyr sularinda
bulunur (Aydin ve ark., 2019). Kalkan yetistiriciligi
1997 yilinda Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma
Enstitisi’'nde Tarim ve Koyigleri Bakanligi ve
Japonya Uluslararas1 Is birligi Ajanst (Japan
International Cooperation Agency-JICA)
ortakliginda “Karadeniz Kalkan1 Avlama
Tekniklerinin Gelistirilmesi” projesi ile baslamistir
(Aydin ve ark., 2020). Akdeniz Genel Balik¢ilik
Komisyonu, FAO ve Merkezi Balikgilik Arastirma
Enstitiisii (Central Fisheries Research Institute-CFRI)
isbirlikteligi ile Karadeniz Kalkani’nin {ireme
mevsimine denk gelen 14-23 Mayis 2018 tarihlerinde
Trabzon’da diizenlenen egitim toplantisinda Kalkan
yetistiriciligine odaklanilmistir (Caruso ve ark.,
2018).

Baliklarda stres faktorleri immun baskilanma ile
bakteriyel ve paraziter hastaliklarin gelismesine
neden olur. Tiirkiye’de 1976-2013 yillar1 arasindaki
yayimlanmis kaynaklardan elde edilen bilgilere gore
kalkanlarda bakteriyel ve viral hastaliklardan
Vibriosis, Frunculosis (A. salmonicida),
Flexibacteriosis (Tenacibaculum maritimum, o6nceleri
Flexibacter ~ maritimus), Coccal Infections
(Lactococcus garvieae, onceleri Enterococcus
seriolicida), Serratia liquefeciens Infection ve Viral
hemorrhagic septicemia (VHS) kaydedilmistir
(Kalayct ve ark., 2006; Oztiirk ve Altmok, 2014).
Balik ¢iftliklerindeki biiylik iiretim kayiplarina
genellikle bakteriyel enfeksiyonlar neden olur.
Baliklar poikiloterm  canlilardir ve ilaglarin
farmakokinetigi diger tiirlere ve yasam kosullarina
gore baliklarda 6nemli derecede farklilik gosterir. Bu
nedenle, etkili tedavide gereken optimal dozu
belirlemek igin farmakokinetik ¢alismalarin hedef
balik tiirinde yapilmasi gerekir (Ocenda ve ark.,
2017).

Antibakteriyel bir ila¢ olan florfenikol (FF), sentetik
bir amfenikoldiir ve kemik iligi baskilanmasi
acisindan kloramfenikole gore daha giivenlidir
(Kogiannou ve ark., 2020; Lis ve ark., 2011). FF
baliklarda cesitli bakterilere karsi etkili bulunmug
olmakla birlikte, kalkanlarda farmakokinetikleri
tizerine ¢aligmalar simirlidir (Ocenda ve ark., 2017).
Bu arastirmada, Tiirkiye’de Karadeniz suyu
kosullarinda yetistirilen kalkanlarda kas i¢i ve gavajla
mideye uygulanan FF’nin farmakokinetiginin
belirlenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasallar

Florfenikol analitik standart Fluka’dan, FF teknik
standart (%99.2, Anhui Liberty Pharmaceutical) bir

Tirk veteriner ilag firmasindan temin edildi.
Asetonitril, metanol, etil asetat ve diger HPLC
safliktaki kimyasallar Merck Company’den satin
alind1.

Deney yeri ve kosullar:

Calisma, Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma
Enstitiisii  Miidiirligii biinyesinde bulunan kapali
sistem havuzlarda Karadeniz suyunda gerceklestirildi.
Karadeniz suyu sicaklifi deneme boyunca 11+1°C,
tuzluluk oran1 %0.18, suyun debisi 1 litre dakika
degerlerinde tutuldu. Giinliik su degigimi 15 kez olarak
yapildi. Oksijen miktar1 10.02 mg mlY’ye ayarlandi.
Kalkan baliklarinin temin edildigi siiriiden rutin
muayene kapsaminda 5 balikta bakteriyel ve paraziter
inceleme yapildi. Bakteriyel muayene igin baliklarin
karaciger ve bobrekleri Tryptic Soy Agar (TSA,
Merck) ve Tiyosiilfat-sitrat-safra tuzlari-siikroz agar
(TCBC, Merck)’de inokiile edildi ve 25°C’de ii¢ giin
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra petri kab1 koloni
olusumu icin gozlendi. Parazit incelemesi i¢in deri ve
solungag kazima yoluyla érnekler hazirlandi. Ornekler
mikroskobik olarak X20 ve X40 biiyiitmede incelendi
(Tiire ve ark., 2014). Deneylerde etik izin alinan (Etik
no: 42208298-040-04-02) 65 adet kalkan baligi (4242
gr) kullanildz.

HPLC cihazi1 cahsma kosullari

Schimadzu Model 20-AT prominence

Photo Diode Array Dedektor

Mobil faz (725ml ultra saf su, 265ml asetonitril, 4ml
%10’1luk asetik asit)

Kolon sicakligi 25°C

Kolon (C 18)

Akis hiz1 0.8ml dakika

Dalga boyu 223nm

Siire 30dk

Validasyon ¢alismalari ve plazma FF analizi

Metot validasyon calismalari i¢in 5 adet kalkan baligi
kullanildi. Validasyon ¢alismalarinda, FF stok ve
calisma standart ¢6zeltileri Van de Riet ve arkadaslari
(2003)’nin yontemi esas alinarak hazirlandi. FF saf
standart (Fluka) ile 100 pg ml konsantrasyonda ana
stok c¢ozeltisi metanol: ultra saf suda (viv; 3:7)
¢ozdiiriilerek hazirlandi. Ana stoktan ileri diliisyonlar
(0.375, 0.75, 1.5, 3 ve 6 pg mlt) %0.1 asetik asit
¢ozeltisi kullanilarak yapildi. Hazirlanan standartlar
20pl hacimde HPLC cihazina uygulandi. Olgiimler en
az 5 tekrarli olarak gergeklestirildi. Sonuglarin
ortalamasi aliarak kalibrasyon egrisi ¢izildi (Tagbas,
2018). Validasyon Dogrusallik (Linearity; 0.75, 1.5, 3
ug ml? konsantrasyonlarda, her doz igin 3 tekrar),
Secicilik (Selectivity; balik tiiriine ve matrikse bagimli
olarak 5 farkli kor ve 3 farkli konsantrasyonda bakildr),
Dogruluk (Acuracy) ve Kesinlik (Precision), Tekrar
Uretilebilirlik (Reproducibility; farkli giinlerde 0.75,
1.5 ve 3 ug ml dozlarda iig tekrar olarak) ve Duyarlilik
(Sensitivity)  parametreleri ~ {lizerinden  yapild1
Plazmadan FF analizi i¢in 0.5ml kan plazmasi alinarak
%0.1 asetik asitle hacim, cam tipte I1ml’ye
tamamlandi. Uzerine Iml 0.IM fosfatli tampon
cozeltisi (pH:7) eklendi. Bunun da {izerine 4ml etil



asetat eklendi. 10 dakika boyunca yiiksek hizda
calkalayicida karistirildi. Daha sonra istteki 3ml
hacimdeki siipernatant bagka bir cam tiipe ayrildi. Geri
kalan kismin iizerine 2ml daha etil asetat eklenerek
islemler tekrarlandi. 2ml hacimdeki siipernatant
almarak daha onceden ayrilmis olan siipernatanta
eklendi. Cam tiipteki 5ml etil asetat 40°C azot
evaporatdrde uguruldu. Uzerine 1ml mobil faz (725ml
ultra saf su, 265ml asetonitril, 4ml %10°luk asetik asit)
eklenerek ¢ozdiriildii (Anadén ve ark., 2008; Tagbas,
2018; Van de Riet ve ark., 2003).

Hayvan deneyleri

Aragtirmada 60 adet kalkan baligi kullanildi. Kalkan
baliklar1 kas i¢i (n:30) ve gastrik gavaj (n:30) grubu
olmak iizere iki gruba ayrildi. flag deneme grubundaki
balik sayist her zaman diliminde 5 baliktan ve her
baliktan da sadece bir kez kan alinacak sekilde
belirlendi.

Ilag deneme gruplarma uygulanacak FF teknik
standarttan %100’e tekabiil edecek sekilde tartim
yapilarak dimetil formamid (2ml) ve fizyolojik tuzlu su
(8ml) yardimiyla énce ana stok (100 mg ml™), bundan
da tekrar diliisyonla 10 mg mlI*’lik uygulama ¢ozeltisi
hazirland1. Bu ¢ozeltiden baliklara 10 mg kg™ c.a FF
doz hesabiyla 42 mikrolitre hacimde olacak sekilde
gavaj ve kas i¢i yolla uygulama yapildi.

Grup 1 ve 2°de bulunan baliklardan 1., 3., 6., 12., 24.
ve 48., saat dilimlerinde lityum heparinli tiiplere
kuyruk venasindan yaklasik 2 ml kan alind1 ve en kisa
siirede 3000 dev dakikada® 10 dakika santrifiij ile
plazmalar elde edildi. Numaralanmis plazma drnekleri
analizlere kadar -18°C’de saklandi.

Farmakokinetik hesaplamalar

Farmakokinetik analiz, win-nonlin programi (Version
5.2, Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA)
kullanilarak kompartimansiz modele gore yapildi. Tlag
deneme gruplarinda her zaman dilimindeki ortalama
plazma FF diizeyi cihazin LOD {isti belirledigi
degerlerin ortalamasi alinarak hesaplandi.

BULGULAR

Validasyon parametre sonuglari

Metot validasyon sonuglar1 Tablo 1, 2, 3, 4 ve Sekil 1,
2 ve 3’de verilmistir.

FF standart kalibrasyon egrisi
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FF standart konsantrasyonu (ug ml?)

Sekil 1. FF standart kalibrasyon egrisi (n=5, her
konsantrasyon i¢in)

Tablo 1. Kalkan bahg plazmasinda ii¢ farkh
konsantrasyonda FF icin Dogrusallik sonucu.

Regresyon formiilii R2
y = 62429x+1225.6 0.999
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Sekil 2. Kalkan bahgi dogrusallik egrisi

Tablo 2. Kalkan bahgi plazmasinda FF icin geri
kazamim sonuclari.

Ortalama Geri
FF Geri kazanim Kazanmm RSD
(ng ml?) (ng M) (%) (%0)
(n=3)
0.75 0.63+0.04 84.11 6.45
1.5 1.33+0.004 88.81 0.35
3 2.5340.03 84.51 1.38

FF Kalkan geri kazanim egrisi (ug ml?)
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ilave edilen FF konsantrasyonu (ug ml?)

Sekil 3. Kalkan balig1 plazmasinda FF geri
kazanim egrisi (n=3, her konsantrasyon i¢in)

Tablo 3. Kalkan bahigi plazmasinda FF icin Tekrar
iiretilebilirlik sonuclari.

e “capma RSD (3
0.75 34
1.5 0.05
3 0.0004




Tablo 4. Kalkan bahg plazmasinda FF icin
Duyarhlik (tespit ve tayin limitleri) sonuglari.

Tablo 5. Kalkan baliklarinda kas i¢i ve gavaj yolla
10 mg kg! dozda uygulanan FF’ye ait

farmakokinetik parametre sonuclari.
Kalkan
plazma (M) | (Gavaj)
Florfenikol =65 (g mi) 0.0039 Tmax (saat) 1 6
LOQ (ug ml?) 0.0120 Cmax (mg L?) 6.60 5.17
Tlast (saat) 48 48
ila¢ deneme gruplan (kas ici ve gavaj) plazma FF Clast (mg LY) 2.02 1.48
sonuglari m
flag deneme gruplari plazma FF sonuglar1 Sekil 4 ve AUClast (saat mg L™) 145.39| 101.76
5’de, farmakokinetik parametre analiz sonuglari ise 1
’ o Vz_F_obs (L k 2.54 3.64
Tablo 5°de verildi. _F_obs (L kg™)
Cl_F _obs (L kg saat?) 0.033 0.045
10 MRTlast (saat) 19.31 19.02
& 6.603 F (%) (Nispi biyoyararlanim) %69.65
8
QED " 5.699 Tmax: Maksimum konsantrasyona ulagma siiresi, Cmax: Maksimum
= [ konsantrasyon, Tlast: Son 6lgiilebilen konsantrasyon zamani, Clast:
g 6 Son olgiilebilen konsantrasyon, AUClast: Dozlama zamanindan son
= Olciilebilir konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan, Vz F obs:
© 4 Terminal fazda belirlenen dagilim hacmi, C1_F_obs: Ekstravaskiiler
k= uygulama i¢in gozlenen toplam viicut klirensi, MRTlast: Dozlama
3 zamanindan 6l¢iilebilir son konsantrasyona kadar olan ortalama kalig
c 2 .
o stiresi.
~
0

1 3 6 12 24 48
Saatler

Sekil 4. Kalkan baliklarinda kas i¢i 10 mg kg*
uygulanan FF’ye ait ortalama plazma
konsantrasyon-zaman egrisi
(n=5, her zaman dilimi i¢in).
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Sekil 5. Kalkan baliklarinda gavajla 10 mg kg
uygulanan FF’ye ait ortalama plazma
konsantrasyon-zaman egrisi (ng ml).

TARTISMA

Validasyon parametre sonuglar1 (Tablo 1, 2, 3, 4 ve
Sekil 1, 2, 3) HPLC yonteminin kalkan balig1
plazmasinda FF analizi i¢in uygun oldugunu
gostermistir.

Ilaglarin farmakokinetigi, tiir, birey ve ilag gibi gesitli
faktorlere bagli olarak degisebilir (Vinarov ve ark.,
2021). Farkli balik tiirlerinde FF’nin farmakokinetigi
ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen (Pourmolaie ve
ark. 2018; Shiry ve ark., 2019; Wang ve ark., 2009;
Yanong ve ark., 2005), kalkan baliginda yapilmis
sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (Ocenda ve ark.,
2017). Ancak, calisilan kalkan baligi tiri bu
caligmadakinden (Psetta maxima) farkli olarak
Scophthalmus maximus’tur. Diger yandan ilag
uygulama sekli de bu calismadakinden (kas igi ve
gastrik gavaj) farkl olarak ilagh yem seklindedir.
Mevcut caligmada, Psetta maxima’da kas ici
uygulanan FF’nin Tmax (saat) ve Cmax (mg L)
degerleri 1 ve 6.60, gavaj yolla uygulananda ise
sirastyla 6 ve 5.17 olarak bulundu. Bu durum
intramiiskiiler uygulama ile ilacin gavajdan daha kisa
stirede daha yiiksek kan konsantrasyonlarina ulagtigini
gostermektedir. Uygulama yoluna bagli bu farklilik
gavaj uygulamasinda ilacin kas i¢i uygulamaya gore
emilim bakimindan biyolojik membranlardan gegmesi
icin zaman gerektirmesine, kas i¢i uygulamada ise
ilacin  uygulama yerindeki kapillar damarlar
araciligiyla kana daha kolay ulagsmasmna baghdir.
Deney hayvanlarindaki caligmalar periton ic¢i (ip)
uygulamada oldugu gibi parenteral uygulamalarin ag1z
yolu uygulamasina gore daha yiiksek biyoyararlanima



sahip oldugunu bunun da daha kisa tmax’a ulagsma
stiresi gerektirdigini bildirmektedir (Al Shoyaib ve
ark., 2020).

Kas ici uygulamada Clast (mg L) ve AUClast (saat
mg L) degerleri gavaja gore daha yiiksek olmasina
ragmen, Tlast (saat) degerleri esas alinan Grnekleme
zaman siireci itibariyle her iki grupta da ayni (48)
bulundu. FF’nin dagilim hacmi (Vz_F_obs, L kg saat’
1) ise gavaj yolla verilen grupta daha biiyiik belirlendi.
Bu durum gavaj yolla uygulanan ilacin doku ve
organlara daha iyi dagildigin1 gostermektedir. Tlast
(saat) degerinde oldugu gibi FF’nin MRTlast (saat)
degeri de kas i¢i ve gavaj grubunda birbirine oldukca
yakin bulundu (sirasiyla 19.31 ve 19.02). Nispi
biyoyararlanim (%), Tmax (saat), Cmax (mg L), AUC
(saat mg L), MRT (saat) ve Klirens (L) degerleri
bakimindan Ocenda ve arkadaglarinin (2017) kalkanda
yaptiklar1 FF farmakokinetik c¢aligmasindakine gore
(srastyla 57.1, 13.8, 44.35, 2036.9, 30.2 ve 0.028 ) bu
arastirmada FF’nin Nispi biyoyararlanimi daha yiiksek
(% 69.65), im ve gavaj her iki uygulama grubunda T
max daha kisa (sirastyla 1 ve 6 saat), Cmax (sirasiyla
6.60 ve 5.17 mg L), AUC (sirasiyla 145.39 ve 104.76
saat. mg L) ve MRT (sirastyla 19.31 ve 19.02 saat)
degerleri daha diistik, klirens ise benzer sirasiyla 0.033
ve 0.045 L kg saat-1 bulundu.

AUC viicudun bir ilaca maruz kalma derecesini ifade
eder (Scheff, 2011). AUC, ilag dozu ve uygulama
siklig1, yas, cinsiyet, boy, kilo, birlikte kullanilan
ilaglar, ila¢ metabolize edici enzimlerdeki kalitsal
varyasyonlar, ila¢ tasiyicilar1 ve/veya ilag hedefleri,
ila¢ klirensi (bobrek ve karaciger fonksiyonu) gibi
hastaya 0zgii faktorlerden etkilenir (Eaton ve ark.,
2018). Bu caligmada Ocenda ve arkadaslar1 (2017)’na
gore biyoyararlanim biraz daha yiiksek, klerens benzer
¢ikmakla birlikte AUC degerindeki distikliik
uygulanan ilag birim miktarinin bu ¢alismada Ocenda
ve arkadaslar1 (2017)’ninkine gore (100 mg kg™ c.a,
agizdan) daha diisiik (10 mg kg c.a, gastrik gavaj),
balik canli agirliginin daha az ve kalkan balig1 tiiriiniin
farkl1 olmasiyla ilgili olabilir. Ilacin dogrudan gastrik
gavaj yoluyla verilmesiyle ilagh yem seklinde
verilmelere gore biyoyararlanimin (F) daha fazla
olacag literatiir bilgisiyle ortiiserek (Turner ve ark.,
2011) emilimin daha kisa siirede olmasina, dolayisiyla
Tmax siiresinin daha kisa ¢ikmasma neden olmustur.
Ancak, Pourmolaie ve arkadaglar1 (2018) tarafindan
alabaliklarda yapilan ¢aligmada gavaj yola gore ilagh
yem seklinde verilen FF’nin Cmax degerinin yliksek
¢itkmast yem bilesimine ve bilesimin FF’nin
emilmesini artirmasina baglanmistir. Bu ¢aligmada
Tmax daha kisa olmakla birlikte Cmax degerinin
Ocenda ve arkadaglar1 (2017) ninkinden diisiik ¢ikmasi
Ocenda ve arkadaglar1 (2017)’ninkinde verilen dozun
yiiksekligi yaninda yem bilesiminin de FF’nin emilen
miktarmi artirmastyla ilgili olabilir. Diger yandan su
canlilarinda yapilan caligmalar su sicakliginin ilag
etken maddesinin biyotansformasyonunun
degismesinde onemli etken oldugunu géstermektedir
(Cerveny ve ark., 2021). FF ile ilgili Nil tilapia

(Oreochromis niloticus)’larinda yapilan ¢aligmada su
sicakligimin 24°C’den 32°C’ye ¢ikmasinin
eliminasyon hiz sabitinin artmasina, eliminasyon yart
Omriiniin ~ kisalmasina, emilim yar1 Omriiniin
diismesine, maksimum serum konsantrasyonunun
diismesi ve bu konsantrasyona ulagsmak icin gecen
stirenin kisalmasina, AUC’nin yar1 yariya diigmesine,
dagilim hacminin artmasina neden oldugu bildirilmistir
(Rairat ve ark., 2019). Yine Rairat ve arkadaslar
(2019) tarafindan  Nil tilapia  (Oreochromis
niloticus)’sinda yapilan ¢alismada da suyun tuzluluk
orani arttikca iv uygulanan FF’nin eliminasyon yar1
Oomriiniin kisaldigi, klerensinin arttigi, hizli atilmaya
bagl olarak AUC degerinin diistiigli, ancak FF’nin
agizdan uygulandigi grupta yiiksek tuzluluga bagl
biyoyararlanimin artmasindan dolayr AUC degerinde
belirgin bir degisikligin olmadig: bildirilmistir. Diger
yandan oksitetrasiklin (OTC)’le ilgili yapilan bir
calismada da suyun sicakliginin artmasimnin AUC
degerini diisiirdiigii, fakat bunda daha cok ilacin
Ozelligine bagli olarak katyonlarla kompleks
olusturmasinin da etkili olabilecegi bildirilmigtir
(Rigos ve Smith, 2015). Mevcut ¢alisma sonuglarinin
bu calisma sonuglariyla Ortiismemesi kalkan balik
tiriindeki biyolojik farklilik ve Karadeniz suyunun
ozellikleriyle (Karadeniz suyu sicakliginin deneme
boyunca 11+l santigrat, tuzluluk oraninin %0.18,
oksijen miktarmin 10.02 mg ml?) ilgili olabilir.
Baliklarda antibiyotiklerin, hatta genel anlamda
ilaglarn  PK/PD’sine  ve minimum inhibitdr
konsantrasyon (MIC) degerleri {izerine yapilan
calismalar olduk¢a sinirlidir. FF’nin PK/PD’sine ve
MIC degerlendirmesine iliskin arastirmalar da olduk¢a
azdir. Bu kapsamda Su iiriinlerinde Epidemiyolojik
cut-off (ECO)  degerleri sadece  Aeromonas
salmonicida igin belirlenmeye c¢alisilmig (Smith,
2007), V. anguillarum i¢in sadece bir ¢alisma
bulunmugtur (Smith ve Christofilogiannis, 2007).
Nitekim Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI)’nin 2018 yili listesinde de FF’nin ECO ve
breakpoint verilerine iliskin bilgi bulunamamistir
(CLSI, 2018). Ancak, sinirli da olsa ayni antibiyotige
yonelik baliklarda bir ECO degeri bulundugunda
bunun antibiyotik tedavisine baglamada yardimci
olabilecegi de bildirilmektedir.

Cesitli balik tiirlerinden izole edilen balik patojenleri
icin FF’nin etkinlik g¢alismalarinda MIC degerleri
etkene gore farklilik gostermekle birlikte Aeromonas
hydrophila (n=41) igin 0.78- >100 pg ml?,
Edwardsiella tarda (n=76) icin 0.2- >100 pg ml?,
Klebsiella spp. (n=21) icin 0.78-25 pug ml?,
Pseudomonas fluoresences (n=32) igin 0.78- >100 pg
ml2, Streptococcus spp. (n=12) igin 0.78- >100 ug ml-
1 Vibrio spp. (n=58) i¢in 0.78-50 pg ml? olarak
degistigi goriilmektedir (Ho ve ark., 2000). Lin ve
arkadaglar1 (2022) tarafindan Aeromonas spp’ine
yonelik 8 antibiyotige iligkin ECO calismasinda da FF
i¢in deger 1 pg ml? olarak belirlenmistir. Bu calismada
MIC degerine bakilmamis olmakla birlikte, FF’nin
diger aragtirmalardaki MIC degerleri (Ocenta ve ark.,



2017) ve en diisik MIC ilacin 48. saate kadar etkili
olabilecegi diistiniilebilir. Ancak, daha kesin veriler
elde etmek i¢in mevcut kosullarda MIC degerlerinin
arastirilmasi gerekmektedir.

SONUC

Calismadan elde edilen sonuglar, farmakokinetik
parametre degerlerinin balifin tiiriine ve biiylime
kosullarina gore degigebilecegini, bu nedenle 6zellikle
baliklarda spesifik farmakokinetik c¢aligmalarin
yapilmasi gerektigini gostermistir.
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Amac: Bu ¢aligmanin amaci deneysel hipo- ve hipertiroidizm olusturulan sigan modelinde hipokampiisde lipid peroksidasyon
ve diizeyleri ile antioksidan enzim aktivitelerinin degisip degismedigini ortaya koymaktir. Materyal ve Metod: Calismada
kullanilan 72 yetigkin erkek Wistar albino sigan asagidaki sekilde gruplandirildi: (1) kontrol grubu (2) hipotiroidizm grubu: 4
hafta boyunca 10 mg/kg/giin propiltiourasil (PTU)’in intraperitoneal enjeksiyonu ile indiiklendi; (3) hipertiroidizm grubu: 4
haftalik tiroksin enjeksiyonu (0.3 mg/kg/giin) ile indiiklendi. Hipo ve hipertirodi olusturulan siganlarin hipokampiislerinde lipid
peroksidasyon diizeyleri, glutatyon (GSH) diizeyi, antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) diizeyleri ELISA ile incelendi. Bulgular: Calismamizin ELISA analiz
sonuglari hipo- ve hipertiroidizmin hipokampal lipid peroksidasyonunu etkilemedigini, ancak hipotiroidi olusturulan siganlarin
hipokampiis 6rneklerinde SOD diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamh olarak diisiik oldugunu (P<0.05) ve hipokampiisde
antioksidan enzimlerin diizeylerinin degismedigini gosterdi. Sonug¢: Tiroid hormon (TH) bozuklugunun hipokampiisiin
antioksidan savunma sisteminde bazi degisikliklere neden olabilecegi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Hipotiroidizm, Hipertiroidizm, Propiltiyourasil, L-tiroksin, Hipokampiis, Antioksidan enzim sistemler

Investigations on Tissue Lipid Peroxidation, Glutathione and Antioxidant Enzyme
Levels in the Hippocampus of Adult Rats in Experimental Hypo- and Hyperthyroidism
Induced by Propyl Thiouracil (PTU) and L-Thyoxine

ABSTRACT

Objective: This study aimed to explore the effect of experimental hypo- and hyperthyroidism on the lipid peroxidation and
glutathione levels, and the activities of antioxidant system in the rat hippocampus. Material and Methods: The study included
72 adult male Wistar albino rats which were grouped as follows: (1) control group (2) hypothyroidism group: induced by
intraperitoneal injection of 10 mg/kg/day propylthiouracil (PTU) for 4 weeks; (3) hyperthyroidism group: induced by 4-week
thyroxine injection (0.3 mg/kg/day). The levels of lipid peroxidation, glutathione (GSH), antioxidant enzymes (superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) in the hippocampus of rats
with hypo- and hyperthyroidism were examined using ELISA techniques. Conclusion: It can be said that TH disorder may
affect cognitive performance by causing some changes in the antioxidant defense system of the hippocampus.
Keywords: Hypothyroidism, Hyperthyroidism, Propylthiouracyl, L-thyroxine, Hippocampus, Antioxidant enzyme systems.
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GIRiS

Tiroid hormon  seviyelerindeki  degisiklikler,
mitokondriyal solunum {izerine bilinen etkileri
nedeniyle in vivo hiicresel oksidatif stresin ana
fizyolojik modiilatorlerindendir (Mates ve ark., 1999;
Yilmaz ve ark., 2003). Son yillarda tiroid hormon
bozuklugunun farkli beyin bdlgelerinde antioksidan
savunma sisteminde degisiklikler olusturdugunu
bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin propil
tiyourasil (PTU) ile indiiklenen hipotiroidili
sicanlarda oksidatif stresin arttigt ve Ogrenme
yeteneginin bozuldugu (Pan ve ark.,, 2012) ve
hipokampal doku hasar1 mekanizmalarinin artmis
oksidatif stres kaynakli apopitoz ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Guo ve ark., 2014).

Tiroid hormonu oksidan gibi davranarak DNA hasar1
olugturabilir (Dobrzynska ve ark., 2004; Venditti ve
di Meo, 2006). Hidrojen peroksit, tiroid hormon
biyosentezi i¢in gerekli bir faktordiir. Tiroid bezinde
NADPH oksidaz (NOX) ailesine ait oksidaz 1
(DUOX1) ve 2 (DUOX?2) tarafindan iiretilir (Leto ve
ark., 2009; Rigutto ve ark., 2009). H202 tiroid
hormon sentezi i¢in anahtar enzim olan tiroid
peroksidaz (TPO) aktivitesi i¢in gereklidir. Demir
TPO'da mevcut oldugundan ve H202 de TPO
aktivitesi i¢in vazgegilmez oldugundan tiroid bezi,
belirli kosullar altinda asiri miktarda Fe2+veya H202
veya her ikisine maruz kalabilir ve bu da ek Fenton
reaksiyonu ve dolayisiyla oksidatif hasar i¢in uygun
kosullar yaratabilir. Tiroid stimulan hormon (TSH),
tiroid bezinde H202 iiretiminde rol oynar (Brent,
2011; Hwang ve ark., 2017). Artmig kan TSH
konsantrasyonunun eslik ettigi herhangi bir kosulda,
artan H202 {iiretimini artan serbest radikal 6zellikle
hidroksil radikal (OH") olusumu izler
(KarbownikLewinska ve Kokoszko-Bilska, 2012).
Bu ¢alismada PTU ve L-tiroksin verilerek olusturulan
deneysel  hipotiroidizm  ile  hipertiroidizmin
hipokampiisde sekillendirdigi antioksidan enzimlerin
diizeylerindeki degisikliklerin diizeyleri belirlendi.
PTU  verilerek hipotiroidizm ve  L-tiroksin
uygulanarak hipertiroidizm olusturulan si¢anlarin
hipokampiislerinde lipid peroksidasyon diizeyleri ile
oksidatif strese karsi enzimatik ve peptid savunma
sistemlerinin O6nemli bilesenleri olan antioksidatif
enzimlerden katalaz (CAT), siiperoksid dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz ve glutatiyon rediiktaz
(GSH)’1n diizeyleri ELISA yontemiyle belirlendi.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlari ve gruplarin olusturulmasi
Calismada Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Aragtirma Merkezi (DEKAM)’nden
alman 72 adet 39 giinliik erkek Wistar albino sigan
kullanildi. Siganlar her bir kafeste 5 hayvan olacak
sekilde 3 giin siireyle herhangi bir uygulama
yapilmaksizin laboratuvar kosullarina adapte olmalari
icin bekletildi. Takiben her bir grupta 28 hayvan olacak
sekilde rasgele 3 gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol grubu):
Serum fizyolojik uygulanan grup. Grup 2 (Hipotiroidli

grup): 6-n- (PTU) verilen grup Grup 3 (Hipertiroidli
grup): L-tiroksin verilen grup Kontrol grubu
hayvanlara 100 ml’sinde 1 ml 0.1 N NaOH igeren
serum fizyolojik soliisyonu her bir hayvana 1 ml olacak
sekilde 28 giin siireyle intraperitoneal enjeksiyonla
uygulandi. Hipotiroidizm olusturmak {izere her bir
hayvana 10 mg/kg canli agirlik/giin hesabiyla PTU) 0.1
N NaOH’de ¢ozdiiriildii ve takiben intraperitoneal
olarak enjekte edildi (Yang ve ark 2018).
Hipertirodizm olusturmak amaciyla da 6 mg L-tiroksin
1 ml 0.1 N NaOH i¢inde ¢6zdiiriildiikten sonra total
hacim 100 ml’ye tamamlandi ve hayvanlara 0,3
mg/kg/glin  hesabiyla intaperitoneal enjeksiyonla
uygulandi (Mogulkog ve ark., 2006).

Deney gruplarindaki enjeksiyon siireleri kontrol
grubunda oldugu gibi 28 giin olarak belirlendi. Her bir
gruptaki hayvanlar 3 giinde bir tartilarak canli agirlik
artiglar1 hesaplandi ve buna gore de PTU ve L-tiroksin
dozlar1 artirildi. Denemeler siiresince gruplardaki
biitiin sicanlar musluk suyu ve standart sigan yemi ile
kisitlama yapilmaksizin beslendi.

Kan orneklerinin alinmasi ve uygulanan analizler
Denemelerin sonunda tiim gruplardaki siganlarin
periferal kanlarinda TSH, total triiyodotronin (T3) ve
tiroksin  (T4) hormon diizeylerini  diizeylerini
belirleyebilmek i¢in 6ncelikle kan 6rnekleri alindi. Kan
ornegi alim siirecinde hayvanlar ketamin (100 mg/kg)
ve ksilazin (10 mg/kg)’in intraperitoneal enjeksiyonu
ile anestezi edildi ve hayvanlarin kalbinden plazma
ayristirict tiipler ve serum ayristiric tiipler igine kan
ornekleri alindi. Serum ayristiricr tiipler icine alinan
kan ornekleri 1800g’de 10 dakika siire ile plazma
ayristirict tiipler icine alinan kan drnekleri ise 2000g’de
15 dak. siire ile santrifiij edildi ve elde edilen plazma
ve serum Ornekleri ependorflar i¢ine paylastirildiktan
sonra Ol¢im yapilacak giline kadar saklanmak tizere -
80 °C’deki dondurucuya kaldirildi.

Doku lipid peroksidasyonu, glutatyon ve
antioksidan enzim diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilacak doku érneklerinin alinmasi

Enzim diizeylerinin belirlenmesi i¢in her bir deney
grubundan 8’er hayvan anestezi altina alinip beyin
ornekleri kafatasindan ¢ikarildiktan sonra yeterli doku
ekstrakti elde edebilmek i¢in sag ve sol hipokampiis
birlikte beyinden ayrilarak fosfat tampon soliisyonu
(fosfat buffer salin, PBS, pH:7.4) ile yikandi. Takiben
dokular 6nce s1v1 azotta donduruldu ve ardindan da -80
°C’deki dondurucuya kaldirildi.

Her bir gruba ait hayvanlardan elde edilen doku
ekstraktlarinda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
(TBARS) ve antioksidan enzim diizeyleri (SOD, CAT,
GPX, GR) ticari ELISA kitleri kullanilarak firma
tarafindan 6nerilen prosediire gore analiz edildi.
Istatistiksel analiz

ELISA ile elde edilen verilerin istatistik analizleri
SPSS paket programinda yapildi. Tiim gruplara ait
degerler arasinda Lipid peroksidayon ve GSH
diizeyleri ile enzimlerin diizeylerinin farklilik gdsterip
gostermedigini belirlemek icin parametrik testlerden
Tek yonlii varyans analizi testi (ANOVA), farkliligin
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hangi gruptan kaynaklandigini bulmak i¢in ise Post hoc
Tukey testi uygulandi.

Arastirmanin etik yonii

Mevcut arastirma Erciyes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan16.08.2017
tarihli 17/072 sayili etik kurul karari izni ile
gerceklestirilmistir.

BULGULAR

Kan orneklerinde T3, T4 hormon ve TSH hormon
diizeyleri: Calismada hayvanlarda hipotiroidi ve
hipertiroidi olusturulup olusturulmadigint belirlemek
amaciyla alman kan 6rneklerinde T3, T4 hormon ve
TSH hormon diizeyleri ELISA yo6ntemiyle analiz
edildi. Bu degerler agagidaki Tablo 1, 2, 3 ve Sekil 1, 2
ve 3’te verilmistir.

Tablo 1. Kontrol, hipotiroidi ve hipertiroidi
grubunda T3 hormon diizeyleri.

Gruplar T3 hormon diizeyleri (pg/ml)
X£SE
Kontrol 13095+3396.5
Hipotiroid 7959+1823.1
Hipertiroid 19733+2263.1
25000
20000
’E‘ 15000 [
E |
2 10000 b
0
Kontrol PTU LT

13095 7959 19733

Sekil 1. T3 hormon diizeyleri.
*: Kontrolle kiyaslandiginda p<0.05)
Oneway ANOVA ve post-hoc Tukey testi.

Tablo 2. Kontrol, hipotiroidi ve hipertiroidi
grubunda T4 hormon diizeyleri.

Gruplar T4 hormon diizeyleri (ng/ml)

X +£SE
Kontrol 64.3+7.75
Hipotiroidi 42.9+9.71
Hipertiroidi 89.5+14.64
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120,0

100,0

T4 (ng/ml)
5 @ o
s S S
=) ° °

N
4
°

o
°

Kontrol PTU LT
64,3 42,9 89,5

Sekil 2. T4 hormon diizeyleri.
*: Kontrolle kiyaslandiginda p<0.05.
One way ANOVA post-hoc Tukey testi.

Tablo 3. Kontrol, hipotiroidi ve hipertiroidi
grubunda TSH hormon diizeyleri

Gruplar TSH hormon diizeyleri (pg/ml)
X+ SE
Kontrol 186.5+13.5
Hipotiroidi 236.1+17.1
Hipertiroidi 159.9+12.7
300,0
250,0
- 200,0
E T
E 150,0
5
= 100,0
50,0

0,0

Kontrol PTU LT
186,5 236,1 159,9

Sekil 3. TSH hormon diizeyleri.
*: Kontrolle kiyaslandiginda p<0.05.
Oneway ANOVA post-hoc Tukey testi.

Doku Lipid Peroksidasyon,
Antioksidan Enzim Diizeyleri
Sicanlarin  hipokampiislerinde oksidatif stresin
O6nemli bir belirteci olan lipid peroksidasyon
diizeyleri ile oksidatif strese kars1 enzimatik ve peptid
savunma sistemlerinin dnemli bilesenleri olan
antioksidatif enzimlerden CAT, (GPx) ve GR’in
aktiviteleri  ticari  kitler kullanilarak ~ ELISA

Glutatyon ve

yOontemiyle olgtildii. Analiz sonuglar1
degerlendirildiginde hipotiroid ve hipertiroidli
ratlarin ~ hipokampilis  orneklerinde  glutatyon

diizeylerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
ve gruplar arasi farkliliklarin 6nemli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Ayrica hipotiroidi olusturulan
ratlarin hipokampiis 6rneklerinde SOD diizeylerinin
kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu ve gruplar
arast farkliliklarin 6nemli oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).
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i P
Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) Slutaton Berisipiaz]|oPy

0,630 20,00

0,620 18,00 _

0,610 T £ 1600 ‘
£ 0500 ‘E 14,00
o a 12,00
S 0,590 3
=% £ 10,00
a0 0,580 % 8,00
3 0570 3 6'00
£ 0,560 £ 400

0,550 2:00

0,540 0,00

0,530 Kontrol PTU LT

Kontrol PTU LT 16,08 14,59 14,80
0,573 0,586 0,594
. . . Sekil 7. Kontrol, Propil tiyourasil (PTU) ve L-
s‘fkll 41 Kontrol, P‘r opil tiyourasil (PTU) ve L- tiroksin (LT) verilerek olusturulan deneysel
tl'rok_sm‘(]:‘T) verilerek olusturulan deneysel hipotiroidizm ile hipertiroidizm gruplarinda
hIpOtIl‘O‘ld"lZm 1le. hlpertl‘rmdlzm gruplarinda glutatyon peroksidaz (GPx) diizeyleri
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
diizeyleri.

Katalaz (CAT)
Glutatyon (GSH)

40,00

25,00
35,00
20,00 < 30,00
. * * 2
5 . 8 2500
o
2 15,00 < 20,00
= 2
3 15,00
3 10,00 2
g <€ 10,00
[
5,00 5,00
0,00
0,00 Kontrol PTU [
Kontrol PTU L 30,97 32,00 33,03
18,74 16,50 16,06

Sekil 8. Kontrol, Propil tiyourasil (PTU) ve L-
tiroksin (LT) verilerek olusturulan deneysel
hipotiroidizm ile hipertiroidizm gruplarinda

katalaz (CAT) diizeyleri.

Sekil 5. Kontrol, Propil tiyourasil (PTU) ve L-
tiroksin (LT) verilerek olusturulan deneysel
hipotiroidizm ile hipertiroidizm gruplarinda

glutatyon (GSH) diizeyleri.
*p<0.05 kontrolle kiyaslandigindaki énemliligi
gostermektedir.

Glutatyon Reduktaz (GR) Stiperoksit Dismutaz (SOD)

25,00
1,00 I *
o 2000 £ 0,80
g I ]
s 5
& 15,00 0,60
oo oo
£ £
2 S 040
3 1000 ,
2
0,20
£ 500
0,00
Kontrol PTU LT
0,00
Kontrol PTU T 0,99 0,87 0,91

17,99 16,31 16,46
Sekil 9. Kontrol, Propil tiyourasil (PTU) ve L-
tiroksin (LT) verilerek olusturulan deneysel
hipotiroidi ile hipertiroidi gruplarinda siiperoksit

Sekil 6. Kontrol, Propil tiyourasil (PTU) ve L-
tiroksin (LT) verilerek olusturulan deneysel

hipotiroidizm ile hipertiroidizm gruplarinda dismutaz (SOD) diizeyleri.
glutatyon rediiktaz diizeyleri. *p<0.05 kontrolle kiyaslandiginda 6nemliligi
gostermektedir.
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Calismada (PTU) verilerek hipotiroidizm olusturulan
ve L-tiroksin verilerek hipertiroidizm olusturulan
sigan modelinde, oksidatif stresin 6nemli bir belirteci
olan lipid peroksidasyon diizeyleri (TBARS) ile
oksidatif strese kargi enzimatik ve peptid savunma
sistemlerinin 6nemli bilesenleri olan antioksidatif
enzimlerden (CAT), GPx) ve GR’nin hipokampiis
dokusundaki diizeylerinin degisip degismedigi
arastirildi.  Hipotiroidizmin ve hipertiroidizmin
olusup olusmadigini belirlemek amaciyla  hormon
Olciimleri yapildi. Sonuglar PTU ile indiiklenmis
hipotiroidizm olusturulan siganlarda yapilan 6nceki
caligmalarin sonuglart (Hang ve ark., 2005; Hidayat
ve ark., 2019) ile ortiismekte olup, ¢alisgmamizda
primer hipotiroidizmin basariyla olusturuldugunun
kanitidir. Hipertiroidili siganlarda ise total T3 ve T4
degerleri kontrol ve hipotroidi gruplarindakinden
onemli Olclide yiiksek, TSH diizeyleri ise bu
gruplardakinden 6nemli derecede diisiik bulunmustur
(p<0,05). Bu bulgular da L-tiroksin’in hipertiroidizmi
sekillendirdigini gostermektedir (Charles, 2018;
Yang ve ark., 2018). Serum hormon diizeyleri ile
birlikte degerlendirildiginde calismamizda
hipotiroidizmi indiiklemek i¢in kullanilan PTU’nun
T3 ve T4 hormon diizeylerini diisiirerek ve TSH
diizeyini  arttirarak  tiroid bezinin aktivitesini
degistirdigini ve boylece hipotiroidizme neden
oldugunu (Elkalawy ve ark., 2013; Soukup ve ark.,
2001), LT ise T3 ve T4 hormon diizeylerini arttirarak
ve TSH diizeyini diisiirerek tiroid bezinin aktivitesini
degistirdigini ve boylece hipertiroidizme neden
oldugunu dogrulamaktadir (Charles, 2018).

Lipid peroksidasyonu, ROS ailesinin farkli radikal ve
radikal olmayan ftyeleri tarafindan veya farkli
dokularda ¢esitli ajanlar tarafindan Onceden
olusturulmus lipid hidroperoksitlerin  katalitik
ayrismasiyla tetiklenen ve tesvik edilen benzersiz bir
oksidatif hasar modudur (Fukai ve ark., 2001; Niki ve
ark. 2005; Sinet ve Ceballos-Picot, 1992
Malondiladehid (MDA)’nin miktar tayini i¢in en
yaygin olarak kullanilan test, TBARS testidir
(Marnett 1999). MDA, 532-535 nm'de 6lgiilen pembe
bir kromojen (TBARS) olusturan tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girer (Trevisan ve ark., 2001).
Calismamizda. TBARS diizeylerinin hipo- ve
hipertroidili siganlarin hipokampiislerinde kontrol
grubuna gore hafif yiikselmis oldugu, ancak gruplar
arasinda 6nemli bir farkliligin bulunmadig: tespit
edildi. Cano-Europa ve ark. (2008), kontrol,
hipotiroidili ve T4 ile tedavi edilen hipotiroidili
gruptaki sicanlarin serebellum, striatum ve motor
kortekste lipid peroksidasyon diizeylerinin farklilik
gostermedigini, ancak ilging bir sekilde, kontrol
grubu lipid peroksidasyon degerlerine gore 3 haftalik
metimazol uygulanarak hipotiroidi olusturulan
siganlarin hipokampiisiinde (%417) ve amigdalasinda
(%287) onemli bir artis oldugunu, tedavi grubunda
ise kontrol grubu degerlerine donilis oldugunu
gostermiglerdir. Calisma bulgularimiz Cano-Europa

ve ark. (2008)’nin bulgulariyla ¢eligmektedir. Bunun
nedeni  bizim  ¢alismamizda  hipotiroidizmi
indiiklemek i¢in PTU 57 kullanmamiz, Cano-Europa
ve arkadaslarinin  (2008)’nmin  ise metimazol
kullanmalar1 olabilir. Sunulan ¢aligmada hipo- ve
hipertiroidizmin hipokampiisdeki SOD aktivitesi
iizerine etkisi arastirildi. Calismamizin ELISA analiz
sonuglart  hipotiroidi  olusturulan  sicanlarin
hipokampiis 6rneklerinde SOD diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisik oldugunu
(p<0.05) gostermektedir. Oktay ve ark. (2017)
hipotiroidili si¢anlarin beyinlerinde SOD enzim
aktivitesinin azaldigini, hipertiroidili siganlarda ise
kontrol grubuna gore arttigint géstermislerdir. Bizim
¢alismamizda da hipotiroidili siganlarin
hipokampiisinde  azalmig SOD  aktivitesinin
saptanmasi tiroid hormon eksikligine bagli olarak
hipokampiisiin antioksidan SOD enzim aktivitesinin
diistiigiinlin  6nemli bir kanitidir. Antioksidan
enzimlerden bir digeri demir igeren bir hemoprotein
olan CAT temel olarak peroksizomlarda tarafindan
sentezlenir. Mitokondriyonlarda olusan siiperoksit
radikalleri ilk olarak Mn-SOD (SOD 2) ve GPx
enzimleri tarafindan yok edilir. Ancak 6nemli bir
miktar H,O, mitokondriden ayrilarak sitosole geger.
CAT sitosole gegen H>O; su ve oksijene doniistiiriir
(Radi ve ark.,, 1991). ELISA analiz sonuglari
hipokampiisde CAT enzim diizeylerinin
degismedigini gosterdi. GSH sistemi viicuttaki
oksidatif strese karst en dnemli endojen savunma
sistemidir. Calismada sadece indirgenmis GSH
diizeyleri belirlendi. Hipotiroid ve Hipertiroidli
ratlarin ~ hipokampilis  Orneklerinde  glutatyon
diizeylerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
ve gruplar arasi farkliliklarin 6nemli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Bizim hipokampiis i¢in gecerli
olan bulgularimiza benzer olarak Oktay ve ark.
(2017), hipo-ve hipertiroidili sicanlarin beyinlerinde
GSH diizeylerinin kontrol grubuna gére daha diisiik
oldugunu saptamiglardir. Calismamiz bulgulari diger
ndrolojik hastaliklarda bildirilenlere (Dringen ve ark.,
2000; Dwivedi ve ark., 2020; Wu ve ark. 2004; Zhu
ve ark., 2006) benzer olarak tiroid bezinin
fonksiyonel bozukluklarinda da hipokampiisde GSH
eksikliginin olustugunu gostermektedir.

SONUC

PTU ve L-tiroksin kullanilarak olusturulan deneysel
hipo-ve hipertiroidi sigcan modelinde hipokampiisde
lipid peoksidasyon diizeyinin yiiksek oranda
olugmadig1, ancak viicuttaki oksidatif strese karsi en
onemli endojen savunma sisteminlerinden GSH
diizeylerinin ve SOD’un aktivitesinin degistigi
saptanmis olup, bu da tiroid fonksiyon bozukluguna
bagli bellek ve Ogrenme yetersizliklerinde bu
molekiillerin sorumlu olabilecegini
diistindiirmektedir.
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Amag: Cevresel kirletici maruziyetine bagli olarak islevselligi degisen ve bozulan membran transportlar nedeniyle, bu maddeler plasental
bariyeri gecerek plasental kan dolasimina gegebilmektedir. Calismada, cevresel kirleticilerin bu transport proteinleriyle etkilesimlerinin
molekiiler boyutta incelenmesi amaglanmaktadir. Gere¢ ve Yontem: Arastirma kapsaminda hemokoryal yapiya sahip insan ve
endotelyokoryal yapiya sahip kopek plasentasinda; 28 kirleticinin analizi GC-MS ile yapilmis (PCB, PBDE, PAH ve Organik klorlu
pestisitler); RNAseq ile plasental tiim genom ifade profili arastirilmis, in siliko (molekiiler kenetleme) ve in vitro (PCB 101, PCB118
uygulanan plasental hiicre hattt HTR8/SVneo’da SLC ve ABCB1 mRNA ifadesi) degerlendirilmistir. Bulgular: Test edilen 60 6rnek
icerisinde bir drnekte PCB101 826.4ug/kg; 23 6rnekte ise PCB118 0.14 ile 41,9ug/kg arasinda bulundu. Biyoinformatik bulgularda sekans
analizi yapilan 55 numunede PCB pozitif ve negatif numuneler arasinda 742 gende farklilik bulundu (p<0.05). Bu genler igerisinde 14 adet
SLC ve 2adet ABC ailesinde gruplara gore ifade farkliligi bulundu. SLC igerisinde en diisik p degerine sahip ilk iki gen SLC4A1
(p=0.000126) ve SLC38AS5 (p=0.000563) olurken, ABC’ler igerisinde ABCAS (0.022997) ve ABCC1 (p=0.025288) olarak bulundu. qPCR
bulgularina gore hem ABCBI i¢in hem de SLC22A6 i¢cin mRNA ifadesinde artig goriilmekte birlikte bu artis ABCBI1 i¢in daha yiiksek
bulundu (p<0.05). Senug: ABCBI1 gen ifadesi ve PCB ligandlarina baglanma affiniteleri de SLC (SLC1AS5)’ye gore daha yiiksek bulundu.
Sonug olarak PCB maruziyetinin ABCB1 ifadesini degerlendirmeye alinan SLC’lere gore daha fazla etkiledigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Plasenta, Genomik, PCB, SLC, ABCB1.

Environmental Contaminants and Placental Transporters: Example of PCB vs. SLC
and ABCB1

Abstract

Obijective: Due to widespread presence and exposure to environmental pollutants, structural and functional changes in membrane transporters
could occur, leading to plasental transport of these compounds. In this study, the effects of PCBs on SLC abd ABCB1 membrane transport
molecules were evaluated. Materials and Methods: Hemochorial structured human placenta and endotheliochorial structured dog placenta
were analyzed for 28 pollutants (PCB, PBDE, PAH and Organochlorines) using GC-MS. The expression profile of the placental whole
genome were investigated with RNAseq, and in silico (molecular chelation) and in vitro (SLC and ABCB1 mRNA expression in the placental
cell line HTR8/SVneo treated with PCB 101, PCB118) were evaluated. Results: PCB101 826.4ug/kg in one sample out of 60 samples tested,;
In 23 samples, PCB118 was found to be between 0.14 and 41.9ug/kg. In the bioinformatics findings, there were differences in 742 genes
between PCB positive and negative samples in 55 samples that were sequenced (p<0.05). Among these genes, expression differences were
found in 14 SLC and 2 ABC families according to groups. The first two genes with the lowest p values in SLC were SLC4A1 (p=0.000126)
and SLC38A5 (p=0.000563), while ABCAS8 (p=0.022997) and ABCC1 (p=0.025288) were found in ABCs. According to the gPCR findings,
there was an increase in mMRNA expression for both ABCB1 and SLC22A86, but this increase was found to be higher for ABCB1 (p<0.05).
Conclusion: ABCB1 gene expression and binding affinities to PCB ligands were also higher than SLC (SLC1AS5). Placental PCB exposure
affected ABCBL1 expression more than the tested SLCs.

Keywords: Placenta, Genomic, PCB, SLC, ABCBL.
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Yurdakok-Dikmen ve ark.

GIRiS

Cevresel kirleticiler arasinda  kalict  organik
kirleticiler (KOKiIar) uzun mesafelere
taginabilmeleri, ¢evrede kalict olmalari, ekosistemde
biyoakiimiile ve biyomagnifiye olmalari nedeniyle
kiiresel olarak endise olusturan kimyasallar olarak
degerlendirilmektedir. KOK’larin plasentadan fetiise
gecisinde 6nemli olan transport proteinlerinin ifadesi
ve islevine iligkin tiirler aras1 pek ¢ok ortak nokta olsa
da ifade diizeyi ve ifadesi farkliliklar gostermektedir.
Ayni ortami paylagsalar bile kdpek ve insanlarda
KOK konsantrasyonlarinda, ozellikle
metabolizmasina bagh olarak farkliliklar
goriilebilmektedir. Cevresel faktorlerin, hastaliklarin
etiyoloji ve patogenezinde tiirler arasinda ortak rol
oynayabilecegi  diigiiniildiigiinde  tiirler  arasi
farkliliklarin, bu proteinlerin fonksiyonuna ydnelik
etkilerinin arastirilmast  ve iliskilendirilebilmesi
acisindan  temel  olusturacagi  goriilmektedir
(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022).

Plasentada bulunan trofoblast hiicrelerindeki
transport proteinleri, ksenobiyotiklerin transplasental
dispozisyonunda  (hiicre  igerisine  alinmasi,
uzaklastirilmasi) goérev alarak fetiisi maternal
toksinlerden korur (Burton GJ ve ark. 2015).
Potansiyel zararli olan kimyasallarin  fotal
kompartimana gegmesini engelleyen transport
proteinleri arasinda 6zellikle efluks transportundan
sorumlu ATP’ye bagimli olan, ATP-bagh tasiyict
kaset (ATP-binding cassette-ABC) ailesi ve influks
ya da hiicre membraninda iki tarafli tasimayi
saglayan c¢oziinmiis-likit- tasiyict (solute liquid
carrier-SLC) ailesi 6ne ¢ikmaktadir. Bu iki ailenin
trofoblastin apikal ve bazolateral kisimlarinda
koordineli ekspresyonu, ilag ve kimyasallarin
gecisinde, ilag-ilag etkilesimlerinde ve ilaca bagimli
yanit ve toksik etkilerin goriilmesinde belirleyici
olmaktadir (Pang KS, ve ark. 2010). SLC ailesinin
380 tiiyesinin 48 alt ailesi igerisinde sadece 19’unun

(organik  anyon  transport  polipeptid-SLCO,
oligopeptid transportor-SLC15, organik
anyon/katyon/zwitteriyon  transportdr- ~ SLC22,

organik Kkatyon transportér- SLCA47) ksenobiyotik
transportundaki islevi tespit edilebilmistir (Lin L ve
ark. 2015). ABC transport genlerinin yedi alt ailesi
insanda 49 farkl tasiyici proteinin kodlanmasindan
sorumludur. Bunlardan o6zellikle ABCB (p-
glikoprotein, MDR1, ABCB1 gibi), ABCC (¢oklu
ilag direnci ile iliskili proteinler- MRP gibi) ve
ABCG (BCRP, ABCG2 gibi) alt aileleri ilag ve
ksenobiyotiklerin ~ taginmasinda  6nem  tagr.
Plasentadaki ~ ABC  transportlar1  trofoblast
hiicresinden maternal dolasima maddeleri aktif
olarak pompalar (Wakabayashi K ve ark. 2006).
Trofoblast hiicrelerindeki ABC transportlarinin
apikal yiizeyde (P-glikoprotein/P-gp, BCRP, MRP2)
bazolateral yilizeye gore (MRP1) plasental bariyerde
etkin oldugu bildirilmistir (Ni Z ve ark. 2011) . SLC
transportlarindan  ise OCT (organik katyon
transport), OAT (organik anyon transport), karnitin
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transportér (OCTN), niikleosid transportor (CNT),
organik anyon transport polipeptidleri (OATP) ve
coklu ilag ve toksin atim proteinlerinin (MATE) ilag
ve ksenobiyotiklerin taginmasinda 6nemli oldugu
bildirilmistir (Staud, Cerveny, and Ceckova 2012) .
Bu maddelerin transport protein ekspresyonundaki
bozukluklara (polimorfizm, kimyasal veya diger
aracili ekspresyon azalmasi/artmasi, fonksiyon
bozukluklar1) bagli olarak fetiise gecebildigi ve
konjenital anomalilere, gebeligin sonlanmasina ve
diger fotal saglik sorunlarma yol acabildigi
gosterilmistir (Daud ve ark. 2015). Transport
proteinlerinin ekspresyon ve etkinligi, gebelik
donemi, gebelige 6zgii hormon diizeyleri, biiylime
faktorleri, kullanilan ilag ve hastalik durumuna bagl
olarak degisebilmektedir. Dolayisiyla fetiisiin bu
ksenobiyotiklere maruziyeti; gebelik siiresince
transport protein ifade ve fonksiyonuna gore
degisebilmektedir (Ni and Mao 2011). Transport
proteinlerinin  endojen regiilasyon kapsaminda
progesteron ve Ostrojenin ABCB1 ve ABCG2’de
ifade  seviyesinde  artisa  neden  oldugu;
glukokortikoidlerin ise ilag tasinmasmin Onemli

kontrol  mekanizmas1  oldugu, uzun siireli
deksametazonun plasental ABCB1A/P-gp
ekspresyonunu arttirdigi, ABCG2/BCRP

ekspresyonunu ise azalttigi gosterilmistir (Han LW
ve ark. 2018). Fetiis hedefli ilag tasima sistemleri
(unilamelar ipozomlar) ve farmakolojik
manipiilasyonlar  (p-glikoproteinin  baskilanmasi
gibi) ilaglarin fetiise daha fazla miktarda ge¢mesini
saglayan plasental transport proteinlerine yonelik
yapilan uygulamalardir; ancak plasental transport
proteinlerinin  hedefleri ve islevlerine yo6nelik
calismalarin ~ smurlt  olmasina  baghi  olarak
uygulamalar da heniiz yaygin degildir (Staud F ve
ark. 2012b).

GEREC ve YONTEM

Plasenta érnekleri

Aragtirmada Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde
zamaninda (38-42 hafta) canli dogum yapan 25-35
yas aras1 annelerden edilen plasenta drnekleri (n=60)
ile Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hastanesi
Dogum ve Jinekoloji Klinigi ile Ankara Cevresi
kliniklerinde miyadinda (58-63 giin) canli dogum
yapan (1-6 yas) kopeklerden (n=25) (gebelik
komplikasyonu, erken dogum, sistemik hastaliklar,
diizenli agilamasi yapilmayan hayvanlar calisma
kapsami diginda tutuldu) alinan plasenta Ornekleri
kullanildi.  Arastirma; Hacettepe  Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
(Etik Kurul Onay1: 07.03.2019 tarih ve 2019-5-49
sayili karar) ve Ankara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (Etik Kurul Onay1:
20.02.2019 tarih ve 2019-5-49 sayili Kkarar)
belirlemis oldugu etik ve Helsinki Bildirgesi
prensipleri g6z oOniinde bulundurularak yapildi.
Ormneklerin elde edilmesi ve béliimlendirme islemi
Sekil 1°de gosterildi.
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GC-MS analizi

Orneklerin GC/MS analizi i¢in hazirlanmasu, kirletici
analizi  i¢in  Orneklerin  ekstraksiyonu  ve
derivatizasyonu, GC/MS analizi igin cihaz
optimizasyonu  ve  validasyonu  tamamlandi
(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022).

RNA-Seq analizi

RNA izolasyonu igin érnekler, sivi azot igerisinden
¢ikarilarak, RNAaz ari sartlarda; GeneAll Hybrid-R
(GeneAll, Giiney Kore) kiti kullanilarak yapildi.
RNA izolasyonunu takiben RNA konsantrasyonu
NanoDrop ND-1000 Spektrometre (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) ile tayin
edildi. Absorbans 260/280 orani 2.0-2.2 arasi olan
ornekler c¢aligmaya dahil edildi, ornek kalitesi
calismaya uygun diizeyde degil ise hastanin yedek
ornegine doniildii ve izolasyon iglemi tekrarlandi.
Plasentadan RNA ekstraksiyonuna iligkin kopeklerde
herhangi bir kaynak bulunmamaktadir. Insan
orneklerinde yapilan aragtirmalarda ise dokunun
yapist nedeniyle RNA biitiinliiglinin ¢ogunlukla
saglanamadig1 ve RNA degradasyonuna agik oldugu
(kanda ve dokuda yiikksek RNAaz aktivitesi
bulunmasi nedeniyle) goriilmektedir. Arastirmada da
orneklerdeki  ekstraksiyonlar  ideal  analizin
yapilabilmesi i¢in optimize edilmistir (Sekil 2). Insan
plasenta 6rnekleri (n=55) ile gergeklestirilen RNAseq
analizleri sonrasinda biyoinformatik analizler Cancer
Genomic Cloud iizerinden gergeklestirildi. Ardindan
R program alt yazilimlarindan DeSeq paketi
kullanildi.

In siliko

Molekiiler yerlestirme simiilasyonlar1 ve
konformasyonel analiz, Autodock Vina’nin web
tabanli siirimii Webina 1.0.3 kullanilarak yapild:
(Suemune ve ark. 2022). Test edilen ligandlar
PubChem kimyasal veri tabanindan SDF formatinda,
proteinler ise PDB formatinda RCSB PDB (Research
Collaboratory Structural Bioinformatics Protein Data
Bank) veri taban1 kullanilarak indirildi.

In vitro

HTR8/SVneo (ATCC CRL-3271TM) hiicre hatt1 L-
glutamin ve 25mM HEPES, %5 FBS (Biological
Industries, Israil) ve %]l Penisilin-Streptomisin
(Biological Industries, Israil) iceren RPMI 1640
(Biological Industries, israil) ortaminda 37°C'de
kiiltiire edildi. Hiicre konfluensligi, Juli FL Live Cell
Analyzer cihazinda otomatik olarak hesaplad:
(NanoEnTek Inc, Seul, Giiney Kore).

PCB118, PCB101 ve B-HCH (12 seri seyreltme ile),
ortam (negatif kontrol) ve Triton X ile inkiibe edildi.
24 saatlik bir inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile
nazikge yikandi, silipernatanlar ¢ikarildi ve MTT
soliisyonu (Sigma-Aldrich, MO,USA) uygulandi. 540
nm'de absorbans, bir mikroplaka okuyucu
(SpectraMax i3/i3x MultiMode Detection Platform,
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Molecular Devices, Sunnyvale, CA) kullanilarak
olgiildii ve toksisite yiizdesi, pozitif (Triton X) ve
negatif kontroller (yalnizca orta) kullanilarak
hesaplandi. IC50'yi hesaplamak i¢in regresyon egrisi.
IC50, GraphPad Prism 7 yazilimi1 kullanilarak
hesaplandi.

gPCR analizi

2x10* hiicre, qPCR analizi igin 6 kuyucuklu
plakalarda PCB118, PCB101 ve B-HCH MTT
tarafindan  belirlenen  IC50/2  ve  IC50/4
konsantrasyonlar1 uygulanarak 24 s inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, qPCR adimlar
gerceklestirildi. mRNA, iireticinin talimatlarina gore
GeneAll Kkiti kullamlarak ekstrakte edildi. [lgili
genlerin es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile amplifikasyonu, cDNA, 500 nM ileri ve geri
primer ve SYBR Green PCR Master Mix Buffer
(BioRad, ABD) kullanilarak toplam 20ul hacimde
iireticinin ~ protokoliine  gore  gerceklestirildi.
Housekeeping gen olarak beta-aktin kullanild1 (Lan
ve ark. |. 2017). Dongii kosullar asagidaki gibidir:
95°C'de 2 dakika siireyle ilk denatiirasyon, ardindan
40 dongii 95°C 15°s, sirasiyla ABCBI igin 62 °C,
Beta-aktin i¢in 62 °C ve SLC22a6 i¢in 57 °C'de 15°s
ve 68°C 20°s. Amplifikasyon i¢in agsagidaki primerler
kullanildi: ABCB1 + 5'-GTC TGG ACA AGC ACT
GAA A-3', ABCBI1- 5-AAC AAC GGT TCG GAA

GTT T-3/, beta-aktin, + 5'-
TGAAACGACTGGAGGTGGACA-3, rev
CACGAGCTAAAGCCCTACTGC. SLC22a6 5'-
CTCAGCTCCCGGAGCAACCCA -3,

GCCCCCAGCCGCTGGGCTGGG. Real-time PCR
amplifikasyonlar;, bir CFX96 Real-Time System
(Biorad) iizerinde gergeklestirilmistir. Tiim deneyler
iki kopya halinde yapildi ve 7500 Software v2.0.6 ile
analiz edildi. Referans gen olarak beta-aktin ve
GAPDH (Arenas-Hernandez ve Vega-Sanchez 2013)
kullanildz.

Istatistiksel analiz

Veri girisleri Microsoft Excel kullanilarak yapildi.
Sitotoksisite  testlerinde ~ IC50  degeri  igin
GraphPadPrism 9.3.1 ve NCSS2007 yazilimlart
kullanildi, en yiiksek powera sahip egri ile hesaplama
tamamlandi. Istatistik analiz icin SPS 11.00
stirlimiinden yararlanildi. rtPCR bulgulari delta-delta
Ct metot kullanilarak degerlendirildi (Zhang,
Ruschhaupt, and Biczok 2013). mRNA ifadesi Kkat
degisimi ve ortalama standart sapma olarak verildi,
farkli genlerin ifade karsilastirilmasinda ANOVA
kullanildi. P anlamlilik degeri <0.05 olarak kabul
edildi. Biyoinformatik analizler i¢in R3.1.1. yazilimi
kullanildi ve DAVID programmin kendine ait alt
istatistik verileri kullanildi. Yolak analizi igin
Reactome yazilimi1 kullanildi, FDR (Hochberg yanlis
kesif orani) degerlendirmeye alind1.
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Sekil 1. Orneklerin elde edilmesi ve boliimlendirme islemi
A. Kopek plasenta morfolojisi sematik gésterimi. B. Sezaryen operasyonu sonrasi alinan képek plasenta drnegi (Ring) yiiziik
seklinde goriiniimii. C. Plasenta yiiziik morfolojisi acilmis hali. D. Insan Plasenta Orneklerinin Boliimlendirme Islemi

H31 H31 H33

Sekil 2. RNA ekstraksiyon optimizasyonu i¢in yapilan denemelere 6rnekler.

A. Dogrudan ekstraksiyon tamponuna konulan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi, B. Dogrudan ekstraksiyon tamponuna
ve buz icerisinde ¢calisilan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi. C. Dogrudan beta mercaptoethanol (BME) eklenmis
ekstraksiyon tamponuna konulan ve buz icerisinde ¢cahsilan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi. D. Dogrudan BME

eklenmis ekstraksiyon tamponuna konulan ve icerisinde 6rneklerin erimesi beklenilmeden disekte edildi H31 ve H33 ornekleri ile
ekstraksiyon yapild.

BULGULAR

GC-MS

Degerlendirilen 28 kirleticiden, hedef analitlerin
birikimi tiirlere gore farkhilik gosterdi. Insan
plasentalarindaki kontaminasyonun insidansi ve
konsantrasyonu, dogum sayisi, yas, calisma durumu
ve 1zgara et tiketimi gibi belirli faktorlerden
etkilenmedi ve kopeklerin daha yiiksek atilim hizina
sahip oldugu gosterildi. Plasenta i¢in validasyon
parametreleri uygun bulundu. Tiim katsay1 verisi
>0,99 idi. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik igin
hesaplanan tiim goreli standart sapma degerleri
(RSD) < %20 idi. PCB 101, PCB118 ve - HCH igin
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.48-1.45; 0.49-
1.47; 0.63-1.89 pg/kg arasinda bulundu.

Tilimanalitler i¢in geri kazanimlar %97.6-99 arasinda
bulundu. Boylece ekstraksiyon yonteminin Eurachem
Kilavuzuna uygun oldugu goriildii (Yurdakok-
Dikmen ve ark. 2022). insan numunelerinde bir
ornekte PCB101 826.400 pg/kg; 23 Ornekte ise
PCB118 0.14 ile 41.9 arasinda bulundu; kopek
numunelerinde ise LOQ degeri {izerinde PCB
kirleticisine rastlanmadi.



Tablo 1. Orneklerde pozitif ¢cikan ve in vitro
analizlerde uygulanan analitler icin validasyon
parametreleri.

Tablo 2. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda
p degerine gore fark goriilen genler (ilk 10).

Gen ad1 p Kat degisimi

GYPC 0.00012 4.61

Linearite LoD LOQ TE OH PAGE?2 0.00012 6.03

Kirletici (ng/kg) r2 (ng/kg) | (ng/kg) | G. K (%) (RSD%) | (RSD%) SLC4A1 0.00013 5.66
PCB101 | 5-100 0.994 | 0.48 1.45 97.9+66 [ 570 5.10 RPS17 0.00014 4.37
PCBL18 | 5-100 0993 | 0.49 1.47 97.6+9.6 | 520 5.40 GALNT3 0.00014 5.95
MAP1LC3C 0.00018 4.22

(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022) (G. K: Geri Kazanim, T. E: Tekrar STC1 0.00018 5.06
Edilebilirlik, O. H: Orta Hassasiyet). GREBLL 0.00018 5.77
ALAS2 0.00027 5.17

CRHBP 0.00029 3.67

Biyoinformatik

RNA ekstraksiyon optimizasyonunu takiben uygun
kalitede ekstraktlar veya RNA o6rnekleri elde edildi.
RIN (RNA Intact Number) degerleri 5.5 ile 7 arasinda
bulundu. Bu deger kabul edilebilir g¢aligma
araliklarinda bulundu (Wolfe ve ark. 2014) . Veri
filtrelemede okumalar boyunca yer alan bazlarin
yiizdesi ve kalite dagilimi ile analiz edilen baz kalite
dagilimi o6rnekleri ile biyoanalizér jel sonucu
ornekleri Sekil 3’te gosterildi.
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Sekil 3. A. Numunelerin filtrelenmesi sonrasinda okumalarda
yer alan bazlarn yiizde bilesimi. B. Numunelerin filtrelenmesi
sonrasinda okumalarda yer alan kalite dagiimi. C. Analiz
edilen baz kalite dagilimi 6rnekleri ile biyoanalizér
(bioanalyzer) jel sonucu érnegi.

Insan numunelerinde test edilen gruplar arasinda,
negatif numunelere kiyasla PCB pozitif grup igin 742
genin farkl sekilde ifade edildigi gosterildi (p<0.05).
742 gen igerisinde p degeri en diisiik olan ilk 10 gen
bolgesi Tablo 2°de gosterildi. Kopek numunelerinde
PCB pozitif 6rnek bulunmamasi nedeniyle informatik
arastirma yapilmadi.

Aragtirma konusu olan SLC igin 14 gen ve ABC i¢in
2 gende anlamli farklilik bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda
ifade farkhligi bulunan SLC ve ABC genleri
(p<0.05).

GenelD p Kat degisimi
SLC4A1 0.00013 5.66
SLC38A5 0.00056 473
SLC25A12 0.0007 461
SLC30A8 0.0011 4.23
SLC14A1 0.0047 2.80
SLC15A1 0.0072 2.33
SLC39A10 0.0122 2.35
SLC33A1 0.0154 2.04
SLC25A6 0.0162 1.85
SLC22A18AS 0.0169 2.07
SLC25A37 0.0207 1.97
SLC31A1 0.0355 1.61
SLC6A12 0.0365 1.33
SLC4A4 0.0415 1.41
ABCAS8 0.023 1.50
ABCC1 0.0253 1.66
In siliko

Birbirine ilgisi olan molekiillerin (6nerilen ¢alismada,
kirleticiler ve hiicre proteinleri) etkilesim siireclerinin
aydinlatilmasinda Docking (molekiiler kenetleme)
analizi kullanildi. Protein Data Bank ve ChemicalPub
taramalar1 sonucunda, iki tane kararli yapida ve 3
boyutlu uzaydaki konformasyonu belli olan molekiil
elde edildi. Docking analizinde bu iki molekiiliin
(protein-ligand etkilesimi) birbirleriyle olan iligkisi
incelendi. Ligandm proteinin hangi epitoplarina
hangi enerji degerleriyle baglandig tespit edildi. Bu
bilgilerin 1s1ginda hiicre igine giren kirleticilerin
hangi aday proteinlerle ve nasil etkilestiklerine dair
onemli bilgileri elde edildi.

Bu asamada Swissdock (Grosdidier A ve ark.
2011) ve Autodock Vina programlart kullanildi.



Protein-ligand etkilesimlerinin enerji degerleri
iizerinden degerlendirme yapildi. Etkilesim yiizeyleri
hidrofobik ve SAS goriintiileri SLC igin Sekil 4’te,
ABCBI igin Sekil 5°te gosterildi. ABCBI ile
PCBlerin baglanma afinitesi, SLC1AS5’e gore daha
yiksek bulundu. En yiiksek baglanma afinitesi
PCB118 ile ABCBI arasinda bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. Ligand-protein baglanma afinitesi.

Ligand Baglanma Affinitesi
ABCB1_PCB28 -8.3
ABCB1_PCB101 -7.2
ABCB1_PCB138 -7.5
ABCB1_PCB153 -8.3
ABCB1_PCB180 -7.3
ABCB1_PCB118 -8.4
SLC1A5_PCB28 -3.2
SLC1A5_PCB101 -3.4
SLC1A5_PCB138 -3.4
SLC1A5_PCB153 -3.5
SLC1A5_PCB180 -3.5
SLC1A5_PCB118 -3.4

Sekil 4. SLC1AS ile PCB153,138,101 arasinda etkilesim

yiizeyleri hidrofobik ve SAS goriintiileri.

Sekil 5. ABCBI1 ile PCB 28, 101,138, 153 arasinda etkilesim
yiizeyleri hidrofobik ve SAS goriintiileri.

gPCR

In vitro MTT sitotoksisite ¢alismasinda IC50
degerleri Pcb118 icin 225 ve Pcb101 icin 185 pg/ml
olarak bulundu. IC50 dozunun alt dozlar1 (IC50/2 ve
1C50/4) ile transport genleri ifadesi i¢in caligildi.
ABCB1 ve SLC22A6 mRNA ifadeleri test edilen
dozlarda (IC50/2 ve IC50/4 dozlarinda) doza bagimli

olarak artti. En yiiksek artig kontrole goére 6.54
mRNA ifadesinde artis ile PCB101 ve ABCBI igin
bulundu (Sekil 6).

SLC2246 ABCBL
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Kiretiller irleticler
Sekil 6. PCB 101 ve PCB 118 uygulanan HTR8/SVneo’da
SLC22A6 ve ABCB1 mRNA ifadesi. (* p<0.05, ** p<0.01)
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TARTISMA

Insan ve c¢evre saghgm korumak, maruziyeti
azaltmak icin 2004 yilinda yirirlige giren
Stockholm Sozlesmesi kapsamimda KOK’larin
iretim ve kullanimi simirlandirilip yasaklanmasina
karsin (PCB’ler, diklorodifeniltrikloroetan-DDT ve
ana metaboliti  diklorodifenil  dikloretan-DDE,
polibromludifenileterler-PBDE, hekzaklorobenzen-
HCB), bu maddelerin kaliciliklarina bagli olarak
toplumda  diisik dozda KOK  maruziyeti
goriilmektedir. Bu  antropojenik  bilesiklerden
polibromlu difenil eterler poliiiretan kopiiklerin,
mobilyalarin,  insaat  malzemelerinin,  araba
koltuklarinin  ve elektronik ekipmanlarin  (cep
telefonu, televizyon kumandasi gibi) imalatinda alev
geciktirici katki maddesi olarak kullanilmigtir. Bu
bilesikler {irin malzemelerine kovalent olarak
baglanamazlar ve materyal ylizeyinden
ayrilabildikleri icin ¢evreye kolayca salinabilme
Ozelligine sahiptirler (Siddigi MA ve ark. 2003).
Klorlu hidrokarbon bilesiklerden PCB’lerin 209 ayr1
bilesigi (konjener) bulunur. Uluslararas1 Kanser
Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan karsinojenenik
olarak (sinif 1) siniflandirilmis olup; reproduktif,
gelisimsel ve endokrin bozucu etkinlik olusturduklar
bildirilmistir. In utero maruziyet nedeniyle, bu
maddelerden uzaklagabilme imkani olmayan; organ
sisteminin, detoksifikasyon enzim ve diger
mekanizmalarin islevselligini kazanamamig fetiis,
popiilasyon igerisinde en duyarli gruptur. KOK
maruziyetine bagl olarak islevselligi degisen ve
bozulan membran transportlart nedeniyle, bu
maddelerin plasental bariyeri gecerek plasental kan
dolasimina gegebilecegi bildirilmistir. Yukarida
bahsedilen eriskin koroner arter ve diyabet
hastaliklara temel olusturacak epigenetik (Reynolds
R ve ark. 2013) ve glukoz metabolizmasinda
degisiklikler (Herbstman J ve ark. 2008) ile
gestasyonel hipertansiyon ve preeklampsiye (Zhu Y
ve ark. 2017) ek olarak KOK’larin fetiiste; yapisal
anomaliler, fonksiyonel eksiklikler, konjenital
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neoplazi, bliyiime geriligi (Triche E 2007), erken
dogum (Padula A 2018) , in utero vitamin D
yetersizligi (fetiiste akciger ve bagisiklik sistemi i¢in
kritik), sistemik enflamasyon (Yurdakok K, 2013) ,
diistik dogum agirhg: (Vafeiadi ve ark. 2014), abortus
(Kumar S, 2011) ve fetus 6liimiine (Yang S ve ark.
2018) neden olabildigi gosterilmistir. Prenatal PCB
konsantrasyonunun, diisiik dogum agirligina (yasama
glicii, diyabet ve kardiyovaskiiler sistem
hastaliklariyla iligkili kronik hastaliklara etkilidir)
sebep oldugu bildirilmistir. (Debost-Legrand A ve
ark. 2016). Ayrica, prenatal PCB maruziyetinin
gelisim gerilikleri (Hertz-Picciotto I, ve ark. 2005) ,
norogelisimsel gerilikler (Park H, ve ark. 2010), astim
(Karmaus W, ve ark. 2008) ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu ¢aligmada farkli plasental yapiya
sahip insan ve kopeklerde farkli fonksiyona sahip
olabilecek membran transport proteinleri ifadelerinin,
kirleticilere bagli olarak degisebilecegi hipotezi
aragtirtlmis ve bu proteinlerin fonksiyonu ve
koruyucu ozelliklerinin daha iyi anlagilmasi
amaglanmistir. Hem hayvan, hem de insan sagligi
icin risk degerlendirmelerinin temelini olusturan
toksikokinetik c¢aligmalar i¢in Onemli bir altyap1
olusturmasi bakimindan aragtirma bulgularimiz 6nem
tagimaktadir.

Literatirde PCB ile mebran tasiyict proteinler
arasinda  iliskiyi  goOsteren  bir  arastirmaya
rastlanmamistir.  Bununla  birlikte  halojenli
hidrokarbonlarin membran tagiyict proteinlerin
ifadesini etkileyerek ilaclarin toksikokinetik, toksisite
ve farmakokinetik etkinligini degistirdigi ortaya
konumustur (Fardel ve ark, 2011). Plasentada yogun
miktarda bulunan SLC ailesine ait tastyici
proteinlerden hENT1, FRa, ve SERT ve ABC protein
ailesinden ABCBl1, ABCG2, ABCC2 gen
ifadelerinin PCB, PAH ve Fitalat gibi gevresel
kirleticilerin bu proteinlere olan affiniteleri ile
degisebilecegi gorilmistir (Li ve ark. 2021).
Cevresel PCB maruziyetinin Parkinson hastaliginin
etiyolojisiyle 1ilgili mekanistik iligkisini arastiran
deneysel bir ¢calismada, doza bagl striatal dopamin
tastyici protein (SLC6A3) ifadesinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Caudle, 2006); benzer bir
bulgu transformatoérlerde kullanilan ve yasaklanan
PCB karisimi Araclor i¢in de bulunmustur (Bemis,
2004). Arastirmamizin biyoinformatik bulgularina
gore, SLC6A3'e iliskin anlamhi bir degisiklik
bulunmamigtir. Bunun, kontrol gruplarmin sadece
PCB maruziyetine gore ayrilmig olmasi, PCB ve
kontrol gruplarinda farkli kirleticilerin (pestisit, agir
metal, kalic1 organik kirletici, fitalat/adipat, diger
plastiklestiriciler gibi) bulunmasina bagli olabilecegi
degerlendirilmistir. Proje kapsaminda (119S702),
giindelik maruziyete uygun sekilde ¢oklu organik
kirleticiler ¢alistlmistir (PBDE, PCB, organoklorlu
pestisit, PAH gruplarinda 28 kirletici), ancak bu
aragtirmada sadece PCB ile iliskili degerlendirme
yapilmistir. Bulgularimiz, coklu organik kirleticilerin
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transport proteinleri  iizerine etkilerinin  tekli
maruziyetten farkli olabilecegini gostermektedir.
RNA-Seq verilerine gore test edilen gruplar arasinda,
negatif numunelere kiyasla PCB pozitif grup i¢in 742
genin farkli sekilde ifade edildigi gosterildi. Bu
verilerin i¢inde farkli ifade edilen SLC22A6 ve
ABCBI1 genleri qPCR ve in siliko yontemlerle
desteklenerek plasentada saptanan PCB yiikiiniin
hiicre membran transferinde sorumlu olan genlerin
ifadelerinde degisime yol actig1 gosterilmistir.
KOK’larin organizmaya etkilerinin arastirilmasinda,
oncelikle bu bilesiklerin hiicre igerisine alinmasini ve
atilimin1 kontrol eden membran transportlart 6n
plana ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda KOK’larin
¢ogunlugunun (DDT, DDE, DDD, dieldrin, endrin,
PCB-146, PCB-170, PCB-187, PBDE-47 ve PBDE-
100) P-gp gibi transportlarla etkilesime girerek, bu
proteinlerin tasima islevini engellemek suretiyle
normalde hiicreden atilabilecek ksenobiyotiklere
kargt canlilar1 duyarli hale getirdigi gosterilmistir
(Nicklisch SC ve ark. 2016). Arastirmamizda in
siliko bulgularda PCBlerin baglanma afinitesi
ABCB1’de SLC’ye (SLC1A5) gore daha yiiksek
bulundu. ABCB1 mRNA ifadesi PCB101’in 1C50/2
dozunda SLC22A6’ya gore 2,6 katg daha yiiksek
bulundu; PCBI118 i¢in ise bu fark 3,57 kat idi.
PCB’lerin ABCBI ifadesine etkisi ¢aligsilan SLClere
gore daha yiiksek bulunmustur. Arastirmamizin in
siliko bulgulari, in vitro bulgular ile paralellik
gostermistir.

SLC grubunda, sekans bulgularinda en diisik p
degerine sahip SLC4A1 geni tarafindan kodlanan
protein, anyon degistirici (AE) ailesinin bir
parcasidir ve dokulardan akcigerlere karbondioksit
tasinmasinda rol oynayan bir kloriir/bikarbonat
degistirici olarak islev gordiigli eritrosit plazma
zarinda ifade edilmektedir. Tkinci gen olan SLC38AS
tarafindan kodlanan protein ise sodyuma bagli amino
asit tastyicisidir. ABC transporterlarindan ifadesi
farkli olan ABCAS8 geni tarafindan kodlanmis
protein, lipid metabolizmasini diizenlemede ve
miyelinin olusumu ile korunmasinda goérev alirken,
ABCCI tarafindan kodlanan protein, substrat olarak
oksitlenmis glutasyon, sisteinil 16kotrienler igin
organik anyon tasiyicist olarak islev goriir. Ayni
zamanda steroid hormonlarmin ve safra tuzlarinin
glukuronidlerini ve siilfat konjugatlari1 da tasir
(Genecards 2022). Aragtirmamiz bulgularmnda da
gosterildigi tlizere, plasentada kirleticilere bagl
transport proteinlerini  kodlayan genlerde ifade
degisiklikleri bulunmakta olup, fetal gelisim {izerine
etkileri i¢in deneysel in vivo ¢alismalarin yapilmasi
icin dnemli bir alt yap1 saglamistir.
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KOK  maruziyetine bagli, ksenobiyotiklerin
transplasental olarak fetiise aktarilmasinda plasental
transport proteinlerinin  ekspresyon miktart ve
fonksiyonu degisebilmektedir. Fetiisiin kirleticilere
kargt korunmasinda ekspresyondaki degisiklikler
bliylik o6neme sahiptir. Yapilan arastirmalar
plasentada kirletici miktarinin tespitine veya
plasental membran proteinlerinin deneysel kosullarda
bir veya birkacinin maruziyetine bagli ifadesinin
arastirilmasina  yonelik olup, gergek maruziyet
kosullarinda etkilesimi ve bu etkilesimin yolaklarini
kapsayan bir arastirma bulunmamaktadir. Aragtirma
kapsamindaki hem epidemiyolojik hem de deneysel
bulgularimiz, PCB maruziyetine bagli 6zellikle
ABCBI ifadesinde artis oldugunu gostermektedir.
Sekans bulgularinda ifade artist olan genlerin es
zamanli farkli maruziyetlere bagli olabilecegi veya
polimorfizmlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilse de
in vitro Dbulgularimiz  bu degerlendirmemizi
kuvvetlendirmektedir. ABCBI artist koryoamniyonit
gibi enflamasyon durumu, gestasyon donemi gibi
fizyolojik faktorler veya maternal stresten de
etkilenebilmektedir (Han, Gao, and Mao 2018).
ilerleyen calismalarda, epidemiyolojik ve in vitro
aragtirmamizin  bulgularnin  in  vivo deneysel
modellerde de teyit edilmesi amaglanmistir.

Cikar Catismasi

Yazarlar, bu makalenin arastirilmasi, yazarligt
ve/veya yaymlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir
potansiyel ¢ikar ¢atismasi beyan etmemistir.

Yazar Katkilan

Plan, tasarim: BYD, AF. Gere¢ ve yontem ve veri
toplama: Hiicre kiiltiirii ve rt-PCR analizler RU, YT,
BYD; insan plasenta &rneklerinin toplanmast OO,
HTC; kopek plasenta orneklerinin toplanmasi HK,
KKA; kromatografik analizler OK, UGB, AF;
molekiiler kenetleme: MAU; informatik
degerlendirme: CA; sekans optimizasyon: HOS. Veri
analizi ve yorum: RU, BYD, OK, HOS. Yazim ve
elestirel degerlendirme: BYD, AF, HOS.
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Bu ¢aligma insan tiiketimine sunulan basta bal olmak iizere diger ar1 iirlinlerinde ilag ve pestisit kullanimina ve metal
kalintilar1 ve ar saglhigma iligkin Tiirkiye’de yapilan giincel ¢aligmalardan elde edilen bilgilerin derlenmesi amaciyla
yapilmistir. Aricilik sektorii gerek iilkemizde gerek diinya ¢apinda endiistrilesme yolunda hizla ilerleyen bir sektordiir.
Ozellikle kirsal alanda yerlesim gosteren aileler agisindan ek gelir olma yolunda hizla ilerlemektedir. Bal dogas1 geregi temiz
ve saglikli olmalidir. Insan dahil diger canlilarda oldugu gibi bal arilarinda da viral, bakteriyel, fungal ve ektoparazitlere
kars1 gesitli ilaglar ve kullanimi yasak olmasina ragmen antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu yiizden iilkemizde ve diinyada
basta bal olmak iizere ar1 iiriinlerinde ilag kalint1 sorunu yasanmaktadir. Bu noktada gerek ar1 saglig1 gerek insan sagligi
olumsuz etkilenmektedir. Bu durumun 6niine gecilebilmesi i¢in basta Veteriner Hekimler olmak iizere saglik sektdriinde
calisan insanlara biiyiik gorevler diismektedir. Her seyden dnce aricilikla ilgilenen iireticiler bilinglendirilmeli, aragtirmacilar
bilinen ilaglar yaninda tedavide dogal tedavi yontemlerini arastirarak bal arisi hastaliklarina karsi en uygun tedavi
yontemlerini bulma c¢aligmalarini hizlandirmalidir. Bu c¢alismalar gerek devlet gerekse 0Ozel sektor tarafindan
desteklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Ari saghigi, An iiriinleri, ilaclar, Pestisitler, Kontaminasyon.

The Effect and Contamination of Drugs, Pesticides and Metals in Bee and Bee

Products
ABSTRACT
This study was carried out in order to compile the information obtained from current studies in Turkey on the use of drugs
and pesticides in other bee products, especially honey, and metal residues and bee health, which are offered for human
consumption. The beekeeping sector is a sector that is rapidly advancing towards industrialization both in our country and
around the world. It is rapidly progressing towards becoming an additional income especially for families located in rural
areas. Honey should be clean and healthy by nature. As in other living things including humans, various drugs and antibiotics
are used against viral, bacterial, fungal and ectoparasites in honey bees, although their use is prohibited. Therefore, there is
a drug residue problem in bee products, especially honey, in our country and in the world. At this point, both bee health and
human health are adversely affected. In order to prevent this situation, people working in the health sector, especially
veterinarians, have great duties. First of all, producers who are interested in beekeeping should be made aware, and
researchers should accelerate their efforts to find the most appropriate treatment methods against honey bee diseases by
researching natural treatment methods in addition to known drugs. These studies should be supported by both the state and
the private sector.
Keywords: Bee health, Bee products, Drugs, Pesticides, Contamination.
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GIRiS

Bal arilar1 ekolojik dengenin stabil kalmasinda ve
insan beslenmesinde Onemli yer tutan sosyal
boceklerdir (Akyol ve Korkmaz, 2005). Tirkiye
zengin bitki faunasi ve mevsim kosullar1 géz dniinde
bulunduruldugunda aricilik faaliyetleri igin ¢ok
uygun bir cografyadir. Ulkemiz Hindistan ve Cin’den
sonra kovan miktar1 bakimindan diinyada iicilincii
siradadir (Burucu, 2022).

Ulkemizde kovan varligi fazla olmasina ragmen
verimlilik oldukca diisiiktiir ve ortalama bal verimi 14
kg civarindadir. Hindistan kovan sayis1 bakimindan
diinyada lider konumdayken bal verimi ortalama 5.5
kg, ikinci konumda olan Cin’de ise ortalama bal
verimi 48.9 kg’dir (Burucu, 2022).

Basta bal, propolis, polen, ar1 siitii, bal mumu gibi ar1
iiriinleri 6zellikle kirsal alanda yasayan aileler i¢in
onemli ekonomik katki olusturmaktadir. Tiirkiye,
TUIK verilerine gore 2021 yilinda 95.000 ton bal
iiretimi ile Cin’den sonra ikinci sirada gelmektedir
(Burucu, 2022). Kovan sayist 2017 yilindan 2021
yilma kadar artarken bal {iretimi ise azalim
gostermektedir. Bu ters orantinin belli baslt nedenleri
vardir. Bu nedenlerden baslicalari ar1 zararlilart ve bu
zararlilara karst kullanilan pestisitlerin  yanlis
kullanimidir (Burucu, 2022).

GENISLEME

Arn zararhlan

Diger tiim canlilarda oldugu gibi bal arilarmin
sagligini tehdit eden cesitli hastalik etkenleri vardir.
Bunlardan en 6nemlileri bakteriyel [Paenibacillus
larvae (Amerikan Yavru Ciiriikligii), Melisococcus
pluton (Avrupa Yavru Cirikligi), Pseudomonas
apiseptica (Septisemi Hastalig1)], viral [IAPV (israil
Akut Arn Felg Viriisii), CBPV (Kronik Ari Paraliz
Viriisi), ABPV (Akut An Paraliz Viriisii)), DWV
(Deforme Kanat Viriisii), BQCV (Siyah Kralige
Hiicre Viriisii), KBV (Kasmir Ar1 Virisii), Sacbrood
(Torba Ciriikliigii)] ve fungal [Ascosphaera apis
(Kire¢ Hastalig1), Aspergillus flavus (Tas Hastaligi)],
Nosema apis ve N. cerenae (Nosemosis)] kokenlidir
(Oziiigli ve Aydm, 2018; Uygur ve Girisgin, 2008).
Bal arilarinin diinya genelinde en fazla gozlemlenen
ve miicadelesinde en fazla ¢aba sarf edilen arthropod
kaynakli hastalig1 Varroosis’tir. Bu hastaligin etkeni
Varroa destructor’diir (Sirr1 ve ark., 2006).

Son yillarda hem bitkisel hem de ar1 iriinii miktarini
arttirmak i¢in cesitli ila¢ ve benzeri maddelerin
kullanim1 artmigtir. Bu durum bal arilarinin ve ari
irlinlerinin bu ilag ve maddelere maruziyetini de
arttirmistir. Bu  ilaglarin  bilingsiz  kullanimindan
dolay1 kimyasallara karsi direng¢ sekillenmis buna
bagli olarak kimyasallarin etkinlikleri azalmistir.
Ayrica ilag kalintilarindan dolay1 hem ar1 hem insan
saghgi olumsuz bir sekilde etkilenmistir. Ulkemizde
ruhsatsiz ila¢ kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Ruhsath
ilaclarin dozunun iyi ayarlanamamasi ve nektar akimi
doneminde kullanilmalar1 gibi durumlarda da ar1
irlinlerinde kalint1 sorunu karsimiza ¢ikmaktadir. En

onemli ve ihbari mecburi bal aris1 hastaliklarindan
olan Amerikan yavru ¢iiriikligiinde kullanimi1 yasak
olmasina ragmen antibiyotik kullanimina gidilmekte
ve bu durumlarda da balda antibiyotik kalmntist
sekillenmektedir. Bu yiizden son yirmi yilda bal
ihracatinda en 6nemli noktalardan bir tanesi de balda
antibiyotik kalintis1 olmustur (Derebas1 ve ark., 2014;
Saygili, 2017).

Ari zararhlarinda kullanilan kimyasal maddeler
Antibiyotikler

1997 yilinda balda yapilan analizlerde streptomisinin
bulunmasiyla bal analizleri daha komplike bir sekilde
yapilmaya baglanmistir (Filodda ve ark., 2002). Cevre
ve bakim kaynakli nedenlerden dolayi art iiriinlerinde
ar1 ilaglart ve pestisit kontaminasyonu meydana
gelmektedir. Bakim kaynakli kontaminasyonu bal
arist hastaliklariin tedavisinde kullanilan ilaglar
olustururken, agir metaller, radyoaktif maddeler ve
mikroorganizmalar ise ¢evresel kontaminasyon
kaynaklarmi olusturur (Bogdanov, 2006). Avrupa
Birligi kriterlerine gére maximum kalinti limitleri
belirtilmemis ilaclar i¢in limit 10 mg/kg’dir (Martin
ve ark., 2002).

Arn dirlinlerinde, hastalik sagaltimi igin kullanilan
ilaglar ve bal arilarinin nektar ve polen topladiklari
bitkilerde zirai miicadele i¢in kullanilan insektisitler
kontaminasyon nedenleridir (Bal Tebligi, 2005).
Diinyada ¢ogu iilkede ar1 hastaliklarinda antibiyotik
kullanimi yasaklanmasina ragmen Isvicre, Ingiltere,
Belgika gibi iilkelerde antibiyotik kullanimina 0.01-
0.05 mg/kg doz araliginda izin verilmektedir
(Segmenoglu ve Baydan, 2012). Kullanilan
antibiyotikler Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Yavru iiriikliiklerinde kullamlabilen
antibiyotikler.

Antibiyotikler

Siilfathiazol, siilfamerazin, siilfamethazin,
siilfamethaksazol, siilfadiazin,
stilfanilamid siilfamethoksypiridazin,
stilfadoksin, stilfadimidin,

Siilfanamidler

Aminoglikozidler Streptomisin, dihydrostreptomisin

Tetrasiklin, oksitetrasiklin,

Tetrasiklinler KlortetrasiKlin, doksisiKlin

Fenikoller Kloramfenikol

Makrolitler Tylosin, eritromisin

Beta-laktamlar Penisilinler

AOZ, SC. (AOZ: 3-amino-2oksazolidinon;

Nitrofuranlar SC: semikarbazid)

Tiirkiye’de bal numuneleri lizerinde ¢esitli calismalar
yapilmigtir. Yapilan bir ¢calismada bal numunelerinin
%25’inde siilfadimidin, tetrasiklin ve streptomisin
gibi ilaglardan en az birine rastlanmigtir. Ballarda en
¢ok tespit edilen antibiyotik gruplar1 sulfonamid ve



tetrasiklinler olmustur. Ballarin %90’1inda 10-11 ppb
sulfadimidine, 13.65 ppb oraninda tetrasikline
rastlanmigtir. Streptomisin ise 10 ppb’den daha diisiik
tespit edilmigtir (Olaitan ve ark., 2007). Bir diger
caligsma Ege bolgesinde yapilmistir. Bu bolgeden 103
bal Ornegi toplanmigtir. Analizi yapilan bal
orneklerinde %?23siilfonamid grubu antibiyotikler
tespit edilmis; pozitif bulunan o6rneklerin %68’si
silfametazin, %12’si siilfamerazin, ve %20’si
stilfametoksazol olarak tespit edilmistir (Uludag,
2008). Bal iireticilerinden aliman 600 adet ve
marketten alinan 10 adet bal 6rnegi iizerinde yapilan
caligmalarda %29.5 oraninda siilfonamid, %3.3
oraninda tetrasiklin, %11.9 oraninda streptomisin
kalintilar1 tespit edilmistir (Giil, 2008). Karadeniz
Bolgesi’ni kapsayan bir ¢alismada da 209 petekli bal
iizerinde c¢alisma  yapilmistir. 13 adedinde
streptomisin, 59 adedinde siilfonamid ve 7 adedinde
de tetrasiklin tespit edilmistir (Derebasi ve ark.,
2014). Petek oOrnekleri iizerinde Kirklareli ilinde
yapilan ¢calismada herhangi bir antibiyotik kalintisina
rastlanilmamigtir.  Slizme bal Orneklerinde ise
numulerin  %58.3’nde tetrasiklin tespit edilmigtir
(Saygili, 2017). Mugla’da yapilan bir g¢aligmada
Siilfametazin 84 6rnegin tamaminda tespit edilmistir.
Avrupa Birligi ilag kalintilariyla ilgili yonetmelik
¢ikarmis ve bu yonetmelik ilgili bakanligimizca kabul
edilip yiiriirliige koyulmustur. Maximum Kalintt
Limiti (MKL) belirtilmemis antibiyotik ilag
kalintilarinin 0,01 mg/kg (10 ppb) degerini asmamasi
gerektigi belirtilmistir. Tetrasiklin kalintilarinin bu
limitlerde oldugu, siilfametazinin ise 17 Ornekte
(%20.2) limit tistinde oldugu tespit edilmistir (Bagci,
2019).

Tablo 2. Kullanilan akarisitlerin kalinti miktarlari.

Varroa kontrolii icin kullanilan etken maddeler
Bal arist  zararlilarinda  kullanilan  ilaglar
talimatnamelerine uygun bir sekilde kullanilmadig:
takdirde bal, polen, propolis ve art siitiinde kalinti
sorunu ortaya g¢ikmaktadir. Varroosis hastaligina
kars1 kullanilan ilaglarin ¢cogu lipofilik karakterdedir
ve bu yiizden uguculuk 6zellikleri yoktur. Uzun siireli
ve sik kullanimlarinda ar1 tiriinlerinde kalintrya neden
olurlar. Bal mumu yiiksek absorbsiyon o6zelligine
sahiptir ve genellikle kullanilan ilaglar bu
ozelliginden dolay1 bala bal mumundan karigir. Bal
mumundan bala karigan ilaglarin kalintilari tolerans
limitlerini asiyorsa bu petekli ballarn tiketimi
sakincali olabilir (Polat ve ark., 2020). Bal, petek ve
propolisteki akarisit kalint1 miktarlarini belirlemek
icin Isvigre’de ¢alisma yapilmis ve kalint1 miktarlari
Tablo 2’te gosterilmistir (Polat ve ark., 2020).
Bromopropylate, coumaphos, fluvalinate, malathion,
diazinon, chlordimeform ve cymiazole gibi lipofilik
maddeler ar iiriinlerinde en sik tespit edilen etken
maddeler olmustur. Yapilan ¢aligmalarda bal mumu
numunelerinin %90’inda bu maddelerin varhig1 tespit
edilmistir (Polat ve ark., 2020). Propolis akarisit
kullanimindan en ¢ok etkilenen ar1 {irlinlerinden bir
tanesi olmasina ragmen bu konuda yapilan ¢aligmalar
oldukga sinirlidir. Propolisin akarisitlere kars1 hassas
oldugu ve yagda eriyen akarisitlerin propolisi yiiksek
diizeyde etkiledigi gozlemlenmistir. Bu sinirlt
caligmalardan elde edilen bulgular Tablo 3’teki
gibidir (Polat ve ark., 2020).

Aktif Madde Uygulama bagina aktif Bal hasadindan sonra En yiiksek kalint1 miktar
madde miktar1 (mg) uygulama zamam (mrl)**(mg/kg)
Bromopropylate 1.600 | Sonbahar 0.1
Coumaphos 32 | Sonbahar, Kis 0.05
Fluvalinate 1.600** | Agustos, Eyliil 0.05
Flumethrine 14.4" | Agustos, Eyliil 0.005
*Toplam aktif maddenin kiigiik bir kismi (yaklasik %5-10) **MRL Isvicre igin.
Tablo 3. Propoliste akarisit kalintis1 (mg/kg).
Kalinti Bromopropylate Fluvalinate Flumethrine
Ortalama 117 9.8 2.54
En diisiik 0.6 0.5 13
En yiiksek 3.8 38.7 3.7




Imidacloprid, thiamethoxam, clothianidin  gibi
neonikotinoid grubu ilaglarin kullanimi bal arist
hastaliklarinda yasaklanmistir (Karahan, Kutlu, ve
Karaca, 2018). Tarim zararlilarina karsi kullanilan
pestisitler tarlaci ar1 faaliyetleri tarafindan kovanlara
nektar ve polen vasitasi ile getirilmekte ve bu durum
kovan igindeki diger bireyleri de olumsuz
etkilemektedir (Karahan ve Kutlu, 2017). Bunun
yaninda zirai miicadelede kullanilan pestisitler su
kaynaklarmi da kontamine etmekte ve bu kontamine
olmug sularda tipki polen ve nektarda oldugu gibi
tarlaci arilar tarafindan kovana getirilmekte ve bunun
sonucunda ar1 sagligt olumsuz etkilenmektedir (Polat
ve ark., 2020). Pestisitler bal arilar1 tarafindan temas,
solunum ve oral yolla alinabilmektedir ve
toksikasyonlar sekillenmektedir. Pestisitlerin bal
arilart iizerindeki toksisitesi farkli parametreler
tarafindan  belirlenmektedir. Bu  parametreler;
pestisitin formiilasyon 6zelligi, suda ya da yagda
¢Oziiniirliigii, bal arillarinin fizyolojik ve davranigsal
ozellikleridir. Bunlarin yaninda pestisitin uygulandigi
andaki sicaklik ve 151k gibi faktorler de toksisite
tizerinde etkilidir (Devillers, 2002). Yapilan bir
calismada toz formiilasyondaki pestisitlerin sivi
formiilasyondaki pestisitlere oranla bal arilarinda
daha toksik oldugu saptanmistir. Bunun nedeni bal
arilarinin ~ lizerinde  bulunan  setalarin  toz
formiilasyonda uygulanan pestisitler i¢in tutunma
olanagi sagliyor olabilecegi olarak agiklanmigtir
(Johansen, 1983). Pestisitlere karsi duyarlilikta
detoksifikasyon isleminden sorumlu (sitokrom P450
monooksijenaz) enzimi bal arillarinda diger
artropodlara nazaran daha azdir. Buna bagli olarak
bal arilart  pestisit detoksifikasyonunu  diger
artropodlara  oranla daha az bir sekilde
gergeklestirebilmektedir. Bu durum pesitsitlere karsi
fizyolojik farkliligin duyarlilikta etkili olabilecegini
gostermektedir. (Hardtsone, ve Scott, 2010). Bal
arilarinda zehirlenme vakalarinda kovan oniinde 6li
artlarin bulunmasi tipik bir goriintiidiir. Ar1 6liimleri
zehirlenmelere bagli olarak olabilecegi gibi biyolojik
siklusun dogal bir pargasi olarak ta gergeklesebilir.
Art dliimlerinin takibi i¢in kullanilabilecek bilgiler
Tablo 4’te 6zetlenmistir (Yildiz ve ark., 2005).

Tablo 4. A dliimlerinin takibiyle iliskili indeks
degerleri.

Ar1 oliimii Degerlendirme

0-100 arvgiin Normal Oliim

200-400 ari/giin Diisiik Oliim
500-900 ary/giin Orta Oliim
1000°den fazla Yiiksek Oliim

Bal arilarinda kullanilan ilaglar diger pestisitlerle
(fungisit,  herbisit,  akarisit)  sinerjik  etki

olusturabilmektedir. EFSA (Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi) sundugu bir raporda fungisitler ve
insektisitler (neonikotinoid ve sentetik piretroid)
arasinda  sinerjizm  oldugunu  bildirmislerdir
(Thompson, 2012). Pestisitler bal arilar1 iizerinde ani
oliimlerle ortaya c¢ikan akut toksikasyonlara neden
olabildikleri gibi kronik toksikasyonlara da neden
olabilirler (Unal ve ark., 2010; Desneux ve ark., 2007;
Orug ve ark., 2020). Bu durumlar karsimiza cesitli
klinik bulgularla ortaya ¢ikabilmektedir. Yapilan bir
calismada pestisit kalintist bulunan peteklerde
gelisim siiresinin kalintt olmayan peteklere oranla
daha fazla oldugunu ve pestisit kalintis1 olan
peteklerde yetisen bal arisi bireylerinin ortalama
Oomriiniin dort gin kisaldigin1 ortaya koymustur
(Thompson, 2012). Ayrica pestisit kalintilarina
maruz kalan bal arilarinin davranigsal 6zellikleri ve
salg1 bezleri iizerine c¢esitli caligmalar yapilmistir
(Karahan, 2018). Neonikotinoid etken maddeler
(imidacloprid ve clothianidin) iizerine yapilan
calismalarda bu etken maddelere maruz kalan bal
arilarmin ugus c¢apinin ve ¢igekli bitkilere ugrama
sikliginin azaldig1 tespit edilmistir (Polat ve ark.,
2020). Fipronil, thiamethoxam ve acetamiprid etken
maddeleri ilizerine yapilan bir ¢alismada bu etken
maddelere maruz kalan bal arlarinin  koku
hafizalarinin azaldig1 ve buna bagli olarak nektar ve
polen kaynaklarina yonelim gosteremedikleri
belirlenmistir (Aliouane ve ark., 2009). Yapilan diger
bir calismada bal arilarina in vivo kosullarda surup
icerisinde imidocloprid etken maddesi verilmistir. Bu
etken maddeye maruz kalan bal arillarinin ar1 siitii
salgilayan hipofarengeal bezlerinin kontrol grubuna
oranla ciddi bir sekilde kiicik  oldugu
gozlemlenmistir (Hatjina ve ark., 2013).

Tiirkiye’de pestisit kullanimi

Ulkemizde Antalya, Mersin, Adana, Sanlurfa gibi
iilkelerde pestisit kullanimi1 3 kg/ha kadar olmasina
ragmen ortalama 2 kg/ha’dir. Ulkemizde 2018 yilinda
59.000 ton pestisit kullanilmistir. Pestisit tiirline gore
kullamim oranlar1 %41 fungisitler, %22 herbisitler,
%21 insektisitler, %5 akarisitler ve %11 digerleri
seklindedir. Bolgelere gore pestisit kullanim oranlart
%29 Akdeniz Bolgesi, %19 Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi, %18 I¢ Anadolu Bolgesi, %16 Marmara
Bolgesi, %14 Ege Bolgesi ve %4 Karadeniz Bolgesi
seklindedir. Tablo 5°te ise ar1 6liimleri gozlemlenen
bolgelerde en ¢ok kullanilan pestisitler 6zetlenmistir
(Ergilin ve Altintas, 2022).

Arilarda pestisit zehirlenmelerinde gozlemlenen
klinik  bulgular ve  Tiirkiye’de  pestisit
zehirlenmeleri

Bal arilarinda toksikasyon durumlarinda cesitli klinik
bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda kovan
onilinde 500-1000 aras1 giinliik ar1 6liimii, anormal
hareketler, felg tablosu, denge kaybi, uyusukluk,
sersemlik, kovan girisini bulmakta gii¢lilk ¢eken
artlar en 6nemli klinik bulgulardir (Orug ve ark.,
2020). Tirkiye’de 2007 ve 2018 yillarinda Trakya
Bolgesinde, Adana’da 2013 ve 2018 yillar1 arasinda,



2018’de Sanlwurfa’da Harran ovasinda bal arisi
Olimleri gozlemlenmistir. Adana’da 530 arilikta
141.606  kovandan 117.556 kovan  ¢esitli
toksikasyonlardan dolay1 zarar gormiistiir.

Pestisit zehirlenmelerine karsi koruma dogru
teshis/tam

Bu baglamda yapilmasit gereken en 6nemli nokta
pestisit sorunlariyla ilgilenen laboratuvar ve uzman
personel ihtiyacinin hizla giderilmesidir. Bunun
yaninda hedef pestisitlerin iyi belirlenmesi, olay
yerinde inceleme, numunelerin dogru alinmasi ve
uygun sartlarda en hizli sekilde laboratuvarlara
gonderilmesi, konu uzmanlarinin bir araya gelerek
konuyu detayl1 bir sekilde ¢alismalaridir.

Balda metal i¢cerik

2007 yilinda Yarsan ve arkadaglart yapmig olduklart
bir c¢aligmada balin elde edildigi ¢evreye ait
kontaminasyon i¢in bir biyoindikatdr oldugunu
belirtmisler ve Tirkiye’nin alti farkli bdlgesinden
gelen 45 bal 6rnegini (Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, ve
Zn) metal igerikleri yoniinden incelemislerdir.
Aliiminyum en ¢ok ¢ikan metal olmustur (7.21-19.12
ppm arasinda). Cinko (1.15-14.52 ppm) ve demir
(1.30-11.29 ppm) arahiginda tespit edilmistir. Bu
sonuclardan yola ¢ikarak bal aris1 yetistiriciligi
yapilan bolgeler yerlesim ve kara yollarindan en az
bes km mesafe uzaklikta olmalidir. Boylelikle
¢evreden bala karisabilecek metallerin Oniine bir
noktaya kadar ge¢ilmis olur (Yarsan ve ark., 2007).

Tablo 5. Ar dliimlerinin oldugu bélgelerde en ¢cok kullanilan pestisitler.

insektisitler Fungisitler Herbisitler
Tiyakloprit Tebukonazol Glifosat Potasyum T. Klorsiilfiiron
Asetamiprit Mankozeb Aklonifen Dimethenamid
Azadiraktin Azoksistrobin Tribenuron-Metil Asetoklor
Malatiyon Propined Isooktil Ester Dimethenamid-P
Lambda-sihalotrin Maneb
Tau-Fluvalinat Kaptan % 50

Fosetil-Aliiminyum

SONUC

Tarim arazilerinde pestisit kullanilmasi
kagimilmazdir. Bitkisel iiretim yapilan alanlara yakin
bolgelerde ar1 yetistiriciligi yapilmasi bal arilarinda
pestisit zehirlenmelerine neden olmaktadir. Ciftgiler
ve arl yetistiricilerinin yeterli Dbilgiye sahip
olmamalari, aralarinda koordinasyon eksikligi, kamu
ve akademik ¢alisanlarin yeterli bilgiye sahip
olmamasi ya da sahip olsalar bile bu bilgileri
aktarabilecekleri ~ ortamin  olmamasi,  yasal
uygulamalarin yeterli olmamasi, ar1 birliklerinin bilgi
ve yonlendirmede yetersiz kalmalari, ruhsatsiz
ilaglarin ~ kullanimi ~ bal  arilarinda  pestisit
zehirlenmelerine neden olan 6nemli noktalardir.
Pestisit kullanimina bagl olarak sekillenen bal arisi
Olimlerini minimum diizeyde tutmak i¢in ¢iftgiler,
bal aris1 yetistiricileri, ar1 birlikleri, akademik
personel ve pestisit iireten firmalar koordineli bir
sekilde ¢aligmalidirlar. Bal aris1 yetistiriciligi tarim
arazilerinden en az bes km ¢apta uzakta yapilmalidir.
Zirai miicadele yapilmadan o6nce kullanilacak
kimyasalin 6zellikleri hem art yetistiricilerine hem de
giftcilere detaylica anlatilmalidir.

Bal arillarinin  su  ihtiyaglarim  karsiladiklar
kaynaklari pestisitlerle kontaminasyonunun 6niine
gecilmelidir. Ilaglamalar aksam {izeri ya da sabah
erken saatlerde arilarin ugus zamani haricindeki
saatlerde yapilmalidir. flgili kamu kurumlari
tarafindan resmi kontrol ve denetimlerin etkin ve

stirekli bir sekilde yapilmasma dikkat edilmelidir.
Universitelerde ar1 hastaliklari, ar1 yetistiriciligi vb.
konularda egitim verilerek, konu iizerinde uzman
personelin yetistirilmesine ¢alisilmalidir.  Sonug
olarak bal aris1 hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
ilaclar ve tarim iiriinlerinde kullanilan pestisit {izerine
yapilan bilimsel calismalarin ortak paydasi, bu
ilaglarin ar1 saghigi ve ar1 driinleri igin bir tehdit
unsuru olabildigini ortaya koymaktir.

Cikar Catismasi
Bu yazar makalede herhangi bir ¢ikar catigmast
olmadigini beyan etmektedir.
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Hiinnap (Ziziphus jujuba), meyve ve ilag olarak uzun bir kullanim ge¢misine sahiptir. Biyolojik olarak etkin olan ana
bilesenleri C vitamini, fenolik bilesikler, flavonoidler, triterpenik asitler ve polisakkaritlerdir. Hiinnap meyvelerinin birgok
fitokimyasal incelenmesi sonucunda; antikanser, anti-inflammatuvar, anti-obezite, immunstimiilan, antioksidan, basta
karaciger olmak {iizere, gastrointestinal ve sinir sistemlerini korumak gibi onemli biyolojik etkilere sahip olduklar
gosterilmistir. Bu derleme, hiinnapin biyo-etkin 6zelliklerini 6rnek ¢alismalarla agiklamay1 amaglamustir.

Anahtar Kelimeler: Hiinnap, Diyabet, Antioksidan.

Biological Activity and Chemical Composition of Jujuba (Ziziphus jujuba) Fruit

ABSTRACT

Jujuba (Ziziphus jujuba) has a long history of usage as a fruit and remedy. The main biologically active components are
vitamin C, phenolics, flavonoids, triterpenic acids, and polysaccharides. Many phytochemical studies of jujuba fruits indicate
that Z. jujuba has important biological effects, such as the anticancer, anti-inflammatory, antiobesity, immunostimulant,
antioxidant, hepatoprotective, neuroprotective and gastrointestinal protective activities. This review aims to explain bioactive
characteristics of Z. jujuba by several examples of studies.
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GIRiS

Hiinnap, biyolojik olarak etkin bilesenleri sayesinde
tarih boyunca cesitli cografyalarda sifa kaynagi
olarak kullanilagelmistir. Geleneksel Cin tibbinda
hiinnap; diyabet, sindirim bozukluklari, diyare, cilt
enfeksiyonlari, karaciger ve idrar sorunlari, timérler
ve kardiyovaskiiler  hastaliklar  gibi  ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde yer almistir.

Son yillarda giderek artan beslenme hassasiyeti ve
dogal koruyucu gida arayislari, bu meyveye olan
ilgiyi artirmaktadir. Cesitli ve faydali bircok etkisi
bulunan hiinnap, antidiyabetik ve antioksidan
etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadir. Basta polisakkaritler
olmak iizere hiinnap igeriginde ¢ok sayida biyo-etkin
bilesen bulunmaktadir. Bu derlemede; hiinnap
meyvesinin etkileri, bilimsel ¢alismalar {izerinden
anlatilmakta ve meyvenin genel 6zellikleri hakkinda
aciklayict bilgiler sunulmaktadir.

Hiinnap agacinin genel 6zellikleri

Hiinnap (Ziziphus jujuba), Rhamnaceae ailesine ait
olup Ziziphus tiirlerinin en 6nemlisidir. Bolgeye gore
6 ila 9 m. arasinda degisim gosteren giicli ve sert
govdeye sahip bir agactir. Agaclari, yari yaprak
doken ve c¢ok dalli yapidadir. Kabugu derin
boylamasina oluklara sahiptir ve grimsi kahverengi
ya da kirmizimsi renklidir. Hiinnap, 4 tir filiz
yapisina sahiptir; birincil filiz (uzayan), ikincil filizler
(yan dallar), ana tastyict filizler (meyveli mahmuz) ve
meyve tastyan siirgiinler (dalcik). Dalciklar, 6zellikle
de gen¢ zamanlarinda, yogun beyaz tiiylii ve zigzag
sekline egilimlidir; daha sonra dik yayilarak gri
kahverengi ve esnek bir hal alir. Meyve veren dallari,
yaprak doken ozellikte degildir. Yapraklari, parlak ve
oval sekilde olup dal yapisina sahip degildir.
Yapraklar 2,5 ila 5,5 cm. uzunlugunda ve 2 ila 4 cm.
genigligindedir. Cigekleri kokulu, soluk yesilimsi
veya sarl renkte ve 4 ila 8 mm. arasinda degisen
¢aplarda olup kiigiiktiir. Bir hiinnap ¢icegi, 5 canak
yaprak (sepal), 5 ta¢ yaprak (petal), 5 basg¢ik (anter)
iceren 2 yumurtalikli yapidadir. Cigekler, tek
baslarina veya her yaprak aksilinde kiime halinde
bulunabilir.  Cigeklenme, agacin ¢esidine ve
bulundugu kisma gére degisim gosterir. Hiinnap, sert
cekirdekli bir meyvedir ve ortasindaki tek ¢ekirdekli
kistmda, 2 adete kadar tohum igerir. Meyvesi,
yumurtalik ve nektar diskten meydana gelir. Meyve
blylkligl, ¢esidine bagli olarak basparmak
biiyiikliigiinden golf topuna kadar degisir. Meyve
sekli de yuvarlak, oval, elma benzeri veya anormal
sekilli olabilir. Meyve dokusu; asidik ve tatli, rengi
yesilimsi, sar1 veya bazen de kirmizimsidir (Mahajan
ve Chopda, 2009; Yao, 2013).

Hinnap, c¢ok gesitli toprak tiplerine ve hava
kosullarina iyi uyum saglar. 0 ila 2.000 m. arasindaki
rakimda ve pH’s1 5,5 ila 8,5 arasi toprakta bilyiirler.
Yazin 48,9 °C sicaklig1 bile tolere edebilir ve kisin da
-30°C soguga dayanabilirler. Sezona ge¢ baglamasi
nedeniyle de ge¢ don riskinin biiyiikk kismindan
kacinir ve nadiren mahsul kaybina ugrarlar. Agaglar,
yillik sadece 200 mm. yagis ile hayatta kalabilir,

ancak daha iyi meyve ve meyve kalitesi igin daha
fazla yagis veya ek sulamaya ihtiyag gosterir. Hiinnap
iretimi i¢in kok filizleri kullanilabilir ya da eksi
hiinnap anaglar1 {izerine asilama yapilabilir. En
yaygin kullanilan ¢ogaltma yontemi ise agilamadir
(Yao, 2013).

Hiinnap meyvesinin besin icerigi

Hiinnap, oncelikle yiiksek lif icerigi ve fruktoz
sayesinde sindirimi yavaslatarak kan seker diizeyini
kontrol altinda tutmaya katki saglarken, diger yandan
da bu zengin lif igerigi nedeniyle doyurucu olmasi,
kalori alimmi da kontrol altinda tutmaya yardimei
olmaktadir. Hiinnap, esansiyel yag asitlerinin 6nemli
bir kaynagidir; dolayisiyla meyvesi de doymamis yag
asitleri  bakimindan  zengindir.  Kurutulmus
meyvesinden elde edilen 33 yag asidi bulunmaktadir.
Yogun bulunan yag asitleri; oleik, linoleik, palmitik
ve palmitoleik asitlerdir. Yiiksek C vitamini igerigine
sahip olmasi, bir diger dikkat ¢ekici 6zelligidir. Daha
az olmakla birlikte hiinnap meyvesi tiamin,
riboflavin, niasin, B6 ve A vitaminleri gibi
vitaminleri de igermektedir. Hiinnap meyvesi;
magnezyum, fosfor, potasyum, sodyum ve ¢inko
acisindan da iyi bir kaynaktir. Glikoz, fruktoz, siikroz,
ramnoz ve sorbitol, igeriginde bulunan baslica
sekerlerdir. Sitrik, siiksinik ve malik asitler gibi
organik asitler de bilesiminde tespit edilmistir.
Hiinnap meyvesi, ayrica farkli tiplerde amino asitler
de icermektedir (Gao ve ark., 2013). Hiinnap
meyvesinin sahip oldugu besin igerigine ait degerler
sunulmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Cig hiinnap meyvesinin besin degerleri
(100 g igin). (U.S. Department of Agriculture Food
Data Central, 2019).

icerik Degerler
Su 77.86 9
Enerji 79 keal
Protein 129
Toplam yag 02g9
Karbonhidrat 20.2¢g
Kalsiyum, Ca 21 mg
Demir, Fe 0.48 mg
Magnezyum, Mg 10 mg
Fosfor, P 23 mg
Potasyum, K 250 mg
Sodyum, Na 3mg
Cinko, Zn 0.05 mg
Bakir, Cu 0.073 mg
Mangan, Mn 0.084 mg
Vitamin C 69 mg
Tiamin 0.02 mg
Riboflavin 0.04 mg
Niasin 0.9 mg
Vitamin B6 0.081 mg
Vitamin B12 Opg
Vitamin A 2ug
Retinol Opg
Trans yag asitleri 0mg
Kolesterol 0mg




Cin’de bulunan 5 ¢esit hiinnap meyvesinin mineral,
vitamin ve toplam fenolik igeriklerinin yaklasik
degerleri belirlenmistir. Aragtirmalar, Cin hiinnapinin
%80.86 — 85.63 karbonhidrat, %57.61 — 77.93
indirgen seker, %0.57 — 2.79 ¢o6ziniir lif, %5.24 —
7.18 ¢oziinmeyen lif, % 4.75 — 6.86 protein, %0.37 —
1.02 lipid, %17.38 — 22.52 nem ve %2.26 — 3.01 kiil
icerdigini gostermistir. Coziinebilir seker igerigi;
fruktoz, glukoz, ramnoz, sorbitol ve siikrozu
kapsamaktadir. Fruktoz ve glukoz, ana sekerler
olarak tanimlanirken sorbitol, daha az miktarda
mevcuttur. Potasyum, fosfor, kalsiyum ve manganez
baslica mineral bilesenleridir. Demir, sodyum, ¢inko
ve bakir da kayda deger miktarlarda tespit edilmistir.
C vitamini, tiamin ve riboflavin igerigi sirastyla 192—
359, 0.04-0.08 ve 0.05-0.09 mg/100 g olarak
bulunmustur. Toplam fenolik icerikler; 5.18 ila 8.53
mg/g arasinda degismektedir. Cin’de yetisenlerden
secilen bu farkli hiinnap cesitleri i¢in toplam fenolik
icerik ile antioksidan kapasiteleri veya antioksidan
kapasiteleri ile C vitamini igerikleri arasinda iliski
bulunmamistir (Li ve ark., 2007).

Hiinnap meyvesindeki biyo-etkin bilesenler
Hiinnap meyveleri, yiikksek miktarda fenolik
bilesenler icermektedir. Genetik farkliligin yani sira,
rakim ve yillik yagislar da bu meyvelerdeki toplam
fenolik madde miktarin1 etkilemektedir. Siddetli
kuraklik ve yiiksek irtifa alanlarinda yetisen
meyveler, diger bolgelerde yetisen meyvelere kiyasla
daha fazla miktarda fenolik maddelere sahiptir; bu da
daha yiiksek antioksidan etki anlamina gelir (Sun ve
ark., 2011).

Diger yandan hiinnap meyveleri, ¢esitli flavonoidler
de icermektedir. Flavonoidler, meyvelerin ¢esidine ve
olgunluk diizeyine gore 6nemli 6l¢iide degisebilir ve
bitki prosiyanidin B2, epikatesin, katesin, rutin,
kuersetin-3-O-rutinosid,  kuersetin-3-robinobiosid,
kuersetin-3-O-galaktosid, kamferol-glukosil-
ramnosid ve kamferol-glukosil-3-ramnosid  gibi
flavonoidleri igerir. Hiinnap tohumlar1 ise saponarin,
spinosin, viteksin, svertis, hidroksi benzoil spinosin
ve feruloil spinosin icermektedir (Gao ve ark., 2013).
Hiinnap meyve, ¢ekirdek ve kabugundaki 8 fenolik
asidin  serbest, esterlesmis, glikozidlenmis ve
¢oziinmeyen bagli formlari, arastirmacilar tarafindan
ayristirilmis ve  Ol¢lilmistir. Meyvenin  timi
gbzoniine alindiginda; p-hidroksi benzoik asit ve
sinnamik asitler en bol bulunan fenolik asitlerdir.
Tim o6l¢iilmiis fenolik asitler, esas olarak hiinnap
kabugunda da mevcuttur. Meyve dokusundaki
fenolik asitler, daha c¢ok glikozidlenmis halde
bulunurken, ¢ekirdek ve  kabuktakiler ise
¢oziinmeyen bagli formdadir. Hiinnap meyvesindeki
glikozidlenmis ve ¢oziinmeyen bagl fenolik asit
fraksiyonlari, en yiiksek toplam fenolik igerigi temsil
ederken, DPPH (2.2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal
sondiriicii  kapasite) ve FRAP (demir-111 iyonu
indirgeyici antioksidan giicli) analizleri ile de
belirlenen en gligli antioksidan etkinligi saglar
(Wang ve ark., 2011).

Guo ve arkadaglar1 (2010); tarafindan, hiinnap
meyvelerinin kloroform ekstraktlarinda, Yiiksek
Perfomansl Sivi Kromatografi-Diode Array Detektor
(HPLC-DAD) ve Sivi  Kromatofgrafi-Kiitle
Spektometri  (LC-MS)  kullanarak 11  farkh
triterpenoid asit belirlenmistir (seanotik asit, pomonik
asit, alfitolik asit, maslinik asit, episeanotik asit,
betulinik asit, oleanolik asit, ursolik asit, betulonik
asit, oleanonik asit, ursonik asit). Bir diger ¢calismada
ise kurutulmus hiinnap meyvelerinden 10 tane
triterpenoid asit elde edilmistir (seanotik asit, alfitolik
asit, zizyberanal asit, zizyberanalik asit, episeanotik
acid, seanotenik asit, betulinik asit, oleanolik asit,
ursonik asit, zizyberenalik asit). Triterpenik asit
profilleri karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde
ise triterpenik asit igerigindeki farkliliklarin sadece
hiinnap tiirlerine gore degil, aynt zamanda bu
meyvelerin yetistikleri toprak, cografi ve cevresel
kosullar gibi durumlara bagli olarak da olustugu
anlasilmaktadir (Guo ve ark., 2009).

Chang ve arkadaglar1 (2010), hiinnap meyvelerinden
polisakkaritlerin izolasyonu i¢in uygun bir analitik
metot  gelistirmeyi ve bunlarm  antioksidan
etkinliklerini degerlendirmeyi amagcladiklar1
calismalarinda; bir noétr polisakkarit fraksiyonu
(ZJPN) ve 3 asidik polisakkarit fraksiyonu (ZJPal,
ZJPa2 ve ZJPa3) izole etmislerdir. Elde edilen
polisakkaritlerin 6 adet monosakkarit (ramnoz,
arabinoz, ksiloz, mannoz, glukoz ve galaktoz) ve
galakturonik asit icerdigi tespit edilmistir. Tim bu 4
polisakkarit fraksiyonunun hidroksil radikallerine
gore, siiperoksit anyonlar1 temizleme igleminde daha
etkili oldugu bulunmus; ayrica asidik
polisakkaritlerin demir iyonlarini selatlama etkisinin
daha belirgin oldugunu gosterilmistir.

Hiinnap meyvesinde en oOnemli etkinlige sahip
bilesenler, polisakkaritlerdir. Polisakkaritlerin gesitli
biyolojik etkinlikleri, kimyasal bilesimleri ve
konfigiirasyonlar1 ile giiclii bir iliski icindedir. Bu
iliskiyi agiklayabilecek gesitli veriler bulunmaktadir.
Ornegin; yiiksek molekiil agirhgna sahip olan
polisakkaritler,  benzer  kompozisyona  sahip
polisakkaritlerden daha yiiksek antioksidan etkinlik
sergilemektedir. Hiinnap polisakkaritlerindeki tironik
asit, hiinnap ekstraktinin fizikokimyasal 6zelliklerini
ve ¢Ozinirliklerini  degistirebilir, dolayisiyla
biyolojik etkinlikleri agisindan onemlidir. Uronik asit
yoniinden  zengin  fraksiyonlarin  antioksidan
etkinliklerinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Ji
ve ark., 2017).

San ve Yildirim (2010), 4 cesit hiinnap meyvesi
orneginden a-tokoferol ve B-karoten ekstrakte
etmislerdir. Hiinnap ¢esitleri arasinda fenolik ve yag
asidi igerikleri yoniinden Onemli farkliliklar
bulunmustur. Katesin, kafeik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, rutin, apigenin-7-glukozid, eriodiktiol,
kuersetin, p-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit ve
siringik  asit  yapraklardan izole edilmistir.
Meyvelerden 7 fenolik bilesik (katesin, kafeik asit,
epikatesin, ferulik asit, rutin, p-hidroksi benzoik asit



ve klorojenik asit) izole edilmistir. Baskin fenolik
bilesenler, yapraklar igin apigenin-7-glikozid ve
meyveler igin de katesin ve rutin olarak bulunmustur.
a-tokoferol sadece segilen 2 cesitte tespit edilirken, -
karoten ise bir cesitte digerlerine gore yiiksek
miktarda bulunmustur (San ve Yildirim, 2010).
Hiinnap meyvesinin biyolojik etkileri
Antidiyabetik etki

Hiinnaptan elde edilen polisakkaritlerin yiiksek
fruktoz ile beslenmeden kaynaklanan insiilin direnci
ve dislipidemi tizerindeki etkisi, fareler {izerinde
incelenmistir. Elde edilen polisakkarit ekstraktin 400
mg/kg canli agirlik dozunda uygulanmasi; serum
glukoz, insiilin, total kolesterol (TC), trigliserid (TG),
diisiik dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-c) ve ¢ok
diisik dansiteli lipoprotein-kolesterol (VLDL-c)
seviyelerini O6nemli Ol¢lide azaltmigtir. Yiiksek
dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-c) seviyesini,
insiillin ~ direnci  (HOMA-IR) ve B hiicre
fonksiyonunun (HOMA-B) homeostatik modeli
degerlendirmesi sonuglarint da belirgin sekilde
iyilestirmis ve yiiksek fruktozlu suya maruz birakilan
farelerin aterojenik indeksini (Al) azaltmistir.
Boyama ile yapilan histopatolojik testler, yiiksek
fruktoz diyet ile indiiklenen karaciger steatozunu ve
polisakkaritlerin ~ bunun {izerindeki karaciger
koruyucu etkisini dogrulamaktadir. Bu bulgular,
hiinnap  polisakkaritlerinin ~ fruktoz = uygulanan
farelerde olusan insiilin direncini ve dislipidemiyi
iyilestirebilecegini gdstermektedir. Caligmada etkisi
incelenen {rlin, ana bilesen olarak L-arabinoz, D-
galaktoz ve D-galakturonik asit igeren asidik bir
heteropolisakkarit olarak tanimlanmaktadir (Zao ve
ark., 2014).

Hiinnaptan elde edilen triterpenoidlerin ise iskelet
kas1 hiicrelerinde glukoz alim etkinligini artirdigi,
sican L6  miyotlip  hiicreleri  kullanilarak
gosterilmigtir. Hiinnap ekstraktinin  kas glukoz
alimini indiikledigi belirlendikten sonra etkin
bilesikleri betulonik asit, betulinik asit ve oleanonik
asit tanimlanmigtir. Hiinnapta oldugu bilinen ursonik
asit, ursolik asitten yar1 sentezlenir ve ayrica glukoz
alimint artirdigl goézlenmistir. Bu 4 triterpenik asit,
glikoz tastyiciya bagiml bir sekilde glikoz alimint
indiiklemigtir. Cin, Giiney Kore ve Japonya olmak
iizere 3 iilkeden hiinnap meyvelerinin karsilagtirmali
deneyleri, Japon hiinnabinin daha yiiksek etkin
triterpenoid igerigine sahip oldugunu ve glikoz
alimmin en giiclii gelistiricisi oldugunu ortaya
koymaktadir (Kawabata ve ark., 2017).

Antioksidan etki

Yapilan caligmalar, hiinnap meyvesinin fonksiyonel
gida 6zelligini ortaya koymakta ve dogal antioksidan
iceren  ilaglarin  gelistirilmesinde  kullanilma
potansiyeline sahip oldugunu gdstermektedir.
Ornegin; Muzao kiiltiir varyetesinden elde edilen ham
polisakkaritler saflagtirildiktan sonra farkli molekiiler
agirliklarda GZMP-1, GZMP-2, GZMP-3 ve GZMP-
4 olarak adlandirilan 4 farkli fraksiyon elde edilmis
ve antioksidan ozellikleri incelenmistir. Polisakkarit

fraksiyonlarinda monosakkaritlerin analizi sonucu;
ramnoz, arabinoz, glukoz, galaktoz ve galakturonik
asidin ana bilesenler olarak bulundugu tespit
edilmistir. DPPH ve hidroksil radikal temizleme
aktivitesi Olglilerek antioksidan ozellikleri
saptanmugtir (Ji ve ark., 2018).

Polisakkaritlerin  antioksidan etkileri, kimyasal
ozellikleri ve yapisal 6zellikleri ile yakindan ilgilidir.
Siilfat, amino, hidroksil ve karboksil gibi spesifik
fonksiyonel gruplarin ve ayrica molekiil agirliklarmin
polisakkaritlerin antioksidan etkileri ile ilgili iliski
icinde olabilecegi bilinmektedir. Azot merkezli stabil
bir serbest radikal olan DPPH, canli radikallerin
yakalayict maddelerinden biridir. DPPH radikal
temizleme etkinligi, bitkisel Ozlerin antioksidan
etkinligini belirlemek igin kullanilan hizli bir
yontemdir. Polisakkarit fraksiyonlarinin DPPH
radikal temizleme etkinligi, yapilan ¢alismada
gosterilmisgtir ve numunelerin konsantrasyonu ile
ilgili oldugu bildirilmistir. Hidroksil radikallerinin
ortadan kaldirilmasi ise sagligin korunmasi ve
hastaliklarin 6nlenmesi igin anahtardir. Sonuglar,
saflastirilmis fraksiyonlarin antioksidan
kapasitesinin, ham polisakkarite kiyasla Onemli
Ol¢iide azaldigini gostermektedir. Bu durum; fenolik
bilesikler, tokoferol veya pigmentler gibi diger
fitokimyasallarin bulunmamasi ile iliskili olabilir.
Daha yiiksek galakturonik asit igerigi ve hiinnap
polisakkaritlerinin daha kiigiik molekiiler agirliga
sahip olmasinin, hidroksil radikalinin siiptiriilmesi
iizerinde daha giiglii etkilere neden olabilecegi
digiiniilmektedir.  Hidroksil radikal temizleme
etkinligi, ayrica polisakkaritlerdeki —anomerik
hidrojen ile de ilgilidir (Ji ve ark., 2018).

Antitiimoral etkinlik
Hiinnaptan saflagtiritlmig farkli yapidaki
polisakkaritlerin biyolojik etkinliklerini

kargilagtirmak amaciyla insan hepatoseliiler karsinom
(HepG2) hiicrelerinde in vitro antitiimor ¢alismalart
yapilmistir.  Huo-ji  polisakkaritlerinden  (HJP),
yiiksek performansli iyon degisimi kromatografisi ile
sirastyla HJIP1, HJP2, HJP3 olarak adlandirilan 3 ana
fraksiyon izole edilmistir. Bu ¢alismada HJP1 ve
HJP3, yapilari, fonksiyonel 6zellikleri ve aralarindaki
farklilig1 agiklamak igin yapilart daha fazla arastirilan
ana bilegenlerdir (sirastyla %18.62, %40.17).
Fraksiyonlarin biyolojik etkinligini aragtirmak igin
HepG2 hiicreleri iizerindeki inhibitdr etkileri, hiicre
canlilik testlerinden MTT analizi uygulanarak test
edilmis, boylece HIP1 ve HIP3'in in vitro antitimor
etkinlikleri gosterilmistir. HIJP3, HepG2 hiicreleri
iizerinde HJPl'den daha giiglii antiproliferasyon
etkinligi gostermistir. HIP3 ve HJP1 arasindaki bu
etkinlik  farki, molekiiler agirliklarindaki ve
monosakkarit kompozisyonlarindaki farkliliklardan
dolay1 olabilir. HIJP3, daha diisik molekiiler
agirhiktadir, daha uzun konformasyon dizilimine
sahiptir ve sulu ¢ozeltide daha yiiksek hidrodinamik
hacmi saglayabilen yiiksek negatif yiiklere sahiptir.
HJP3'in ve HIP1’in yapilarindaki farkli galaktoz ve



arabinoz oranlart da biyolojik etkinliklerini
etkileyebilir. Anlamli bir etkinlige sahip olup
olmadigimi tam olarak belirlemek i¢in de normal
karaciger  hiicrelerindeki uygulama  sonuglar
karsilastirilmistir. Sonuglar, HJP3'iin sadece timor
hiicrelerinin ~ proliferasyonunu  6nemli  Olgiide
onleyebildigini ve tiimor olmayan hiicre hatlarinda
onemli Olglide daha diisik bir sitotoksisite
sergiledigini ve diger kemoterapétik ilaclardan daha
giivenli oldugunu gostermektedir (Wang ve ark.,
2015).

Polisakkaritlerin antitiimor etkinligi; molekiillerin
boyutlari, formlari, dallanma derecesi ve suda
¢oOziiniirliigiinden etkilenir. Genel olarak, molekiiler
agirlik ve suda ¢oziiniirliik arttikga, polisakkaritlerin
antitimor etkinligi de artar. Bir¢cok c¢aligmada,
polisakkaritlerin farkli mekanizmalar ile gligli
antitimor  etkinlik  sergiledigi  gosterilmistir.
Polisakkaritlerin  antitimor  etkileri, 4  farkli
mekanizmaya ayrilabilir: Bunlar; onkogenezisin
polisakkaritlerin oral uygulamasi sonucu 6nlenmesi,
timorlere karsi bagisiklik yanitinda iyilesme, timor
hiicrelerinin apoptozunu indiikleyerek dogrudan
antitimor  etkinligin =~ saglanmast  ve  timor
hiicrelerinin viicutta yayilmasinin 6nlenmesidir (Ji ve
ark., 2017).

Gastrointestinal koruyucu etki

Yabani hiinnaptan  ¢ikarilan  polisakkaritlerin,
siganlarda trinitrobenzen siilfonik asitin (TNBS),
rektal uygulamasi ile indiiklenen kolit iizerine olan
etkisi incelenmistir. Uygulanan tedavi; viicut agirligs,
hastalik aktivite indeksi (DAI) skorlari, kolon
uzunlugu, slak organ agirligt (cm basina kolon
agirligl) ve kolonun histopatolojik hasarlart ile
degerlendirildiginde; kolitlerden belirgin koruma ile
sonuglanmistir. TNBS  indiiksiyonundan sonra
kolonun makroskopik muayenesinde; hiperemi,
bagirsakta kalinlasma ve genis {ilserasyon alan
goriilmistiir.  Polisakkaritler, bu degisiklikleri
hafifletmis ve kolon hasarinin ciddiyetini kontrol
grubuna kiyasla azaltmig, kolit belirtilerini belirgin
sekilde iyilestirmis ve kolon dokularin1 daha saglam
bir yapiya kavusmustur. Histolojik skorlar agisindan
tedavi  edilen grup, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; kolon inflammasyonu ve kolon
hiicresel biitiinliigliniin  korunmasinda 6nemli bir
iyilesme oldugu anlasilmaktadir. Bulgular, tedavi
edilen sicanlarda yeniden epitelizasyonun ve
iyilesmenin  bagladigim1  gostermektedir.  Ayrica
bagirsak bariyeri etkinlestirilmis ve aktive edici
protein kinazin (AMPK) etkinlesmesi saglanmistir
(Yue ve ark., 2015).

Karaciger koruyucu etki

Hiinnaptan elde edilmis polisakkaritlerin
ksenobiyotik kaynakli oksidatif hepatotoksisite
iizerine etkileri incelenmistir. Ornek verdigimiz
calismada kullanilan yabani hiinnap polisakkaritleri
(PWJS), asidik bir heteropolisakkarittir ve glikoz
(%38.59), arabinoz (%23.16), galakturonik asit
(%17.64) ve galaktoz (%10.44) bakimindan

zengindir. Calismada; oksidatif hepatotoksisite
karbontetrakloriir (CCl4) tarafindan uyarilmistir.
CCl4, sitokrom P4502E1 (CYP2E1) tarafindan
triklorometil radikal ve proksi triklorometil
radikaline metabolize edilir ve bu olay, membran
lipid peroksidasyon islemini baslatabilir; sonug
olarak da hiicre nekrozu baslar. Test gruplarindaki
fareler, sirastyla 200, 400 ve 800 mg/kg giinliik canli
agirlik dozunda PWJS oral dozlarmi almistir. Pozitif
kontrol olan azaltilmig glutatyon grubunda, farelere
referans ilag olarak azaltilmig glutatyon verilmistir.
PWIS tedavisi, CCl4’e maruz farelerde, serum ALT
ve AST seviyelerini diigiirmiistiir. PWJS miidahalesi
ile karaciger hasarl farelerdeki antioksidan enzimler
(stiper oksit dismutaz, SOD ve katalaz, CAT) ve
indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri yiikselirken,
malondialdehid (MDA) diizeyleri azalmis ve lipid
peroksidasyon da dnemli derecede dnlenmistir (Yue
ve ark., 2014).

Immunmodulator etki

Yapilan c¢aligmalar, hiinnaptan elde edilen
polisakkaritlerin  fonksiyonel yiyeceklerde veya
ilaglarda  kullamm  igin  yeni  bir  dogal
immunostimiilan  potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir.  Yapilan bir ¢aligmada; suda
¢oziinebilir polisakkaritlerin 2 farkli fraksiyonu elde
edilerek RQP1d ve RQP2d olarak adlandirilmistir.
RQP1d, protein icermez ve biiyiik miktarda iironik
asit igerir. Buna karsilik RQP2d, %17,05 protein ile
birlikte, karbonhidrat igerigi yoniinden de baskindir.
Son olarak, 6n immunolojik testler, hem RQP1d, hem
de RQP2d'nin RAW264.7 makrofajlarinda nitrik
oksit (NO) firetimini 6nemli 6l¢iide uyardigini ve
lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen splenosit
proliferasyonunu tesvik ettigini goéstermistir. NO,
nitrik asit sentaz (NOS) ile L-arginin'den sentezlenen
bir gaz molekiiliidiir ve patolojik siireglerde sitotoksik
bir ajan, apoptozun bir indiikleyici veya bastiricisi ve
bir immunoregiilatér olarak gorev yapar. NO,
makrofajlar tarafindan {iretilen major efektér bir
molekiil olarak tanimlanmigtir ve makrofaj
etkinlesmesinin nicel indeksi olduguna
inanilmaktadir. Hem RQPI1d, hem de RQP2d,
RAW264.7 hiicrelerinde konsantrasyona bagli bir
sekilde, NO iiretimini indiiklemistir. NO {iretiminin,
muamele edilmemis gruba kiyasla 48. saatte yaklagik
3 kat arttig1 tespit edilmistir. Sirasiyla T- ve B-
lenfositleri ile karakterize edilen hem hiicresel, hem
de humoral bagisikligi iceren bagisiklik tepkisi,
antitimor ve enfeksiydz etkenlere karsi konakg¢imin
savunmasi gibi dnemli gorevlere sahiptir. Splenosit
proliferasyonu, immun giiglenmenin bir gostergesidir
ve T-lenfositlerin veya B-lenfositlerin immunite
gelisimi ile ilgilidir. Konkanavalin A (ConA) veya
LPS mitojenleri varliginda, splenosit
proliferasyonunda da RQP1d ve RQP2d’nin etkisi
arastirilmig ve hem RQP1d, hem de RQP2d'nin, test
edilen konsantrasyonda ConA ile uyarilmis splenosit
proliferasyonunu desteklemedigi gosterilmistir. Buna
karsilik, 3 farkli konsantrasyonda (10, 100, 200



g/mL) RQP1d, LPS kaynakli hiicre ¢ogalmasini
gelistirmistir. RQP2d  ise  sadece  diisiik
konsantrasyonda (10 g/mL), LPS ile sinerjistik bir
etkiye sahiptir (Cui ve ark., 2014).

Sac biiyiimesi iizerine olan etkisi

Ziziphus jujuba tohumlarindan elde edilen esansiyel
yaglarin in vivo olarak sa¢ bitytimesindeki potansiyel
rolii incelenmistir. Elde edilen esansiyel yag, BALB/c
farelerinin sirt kismindaki tragh cilt {izerine farkl
konsantrasyonlarda (% 0.1, % 1 ve %10) uygulanmis
ve 21 gin boyunca izlenmistir. Calismanin
sonucunda; %1 ve %10 yag uygulanmis farelerin kil
uzunlugu iizerinde O6nemli Olciide etkili oldugu
goriilmils ve kil uzunluklar sirasiyla 9.96 ve 10.02
mm olarak Ol¢iilmistiir. Kontrol grubunda ise
uzunluk 8.94 mm olarak belirlenmistir. Dorsal
derinin kil/cm? alanmnin agirhg ve mikroskopik
olarak  sa¢  kalinligni ve sa¢c  koklerinin
degerlendirilmesi, tiiyler trag bolgesinden alindiktan
sonra yapilmis ve %! esansiyel yag ile muamele
edilmis fareler i¢in en iyi sonug elde edilmistir. Bu
calisma ile hiinnaptan elde edilen esansiyel yagn,
sacta biiylimeyi tesvik edici etkinlige sahip oldugu
sonucuna varilmaktadir (Yoon ve ark., 2010).

Beyin koruyucu etki

Hiinnabin beyin iizerindeki yararli roliinii incelemek
icin  sican  adrenal medullasinin  tiiretilen
feokromositoma  PC12  hiicrelerinin  néronal
farklilagmasi tlizerindeki etkileri incelenmistir. PC12
hiicrelerinin karakterleri, sempatik néron sistemine
¢ok benzemektedir ve sinir biiyiime faktoriine karsilik
gelen norofilament ekspresyonu ve noron bilylimesi
benzeri gelisimlerin  gozlemlenmesine  olanak
saglamaktadir. Ekstrakt, PC12 hiicrelerinde noron
benzeri farklilagmayr indiikklemistir ve PC12
hiicrelerinde %25°ten fazlasinda farklilagma ayirt
edilmistir. Buna paralel olarak, hiinnap ile tedavi
edilen  kiiltirlerde  noérofilamentlerin ~ (NF'ler)
ekspresyonlari, doza bagli bir artis gostermistir.
Caligmada; pozitif kontrol grubunda, sinir biiyiime
faktori (NGF) kullanilmistir. Farklilasma etkisini
Olgmek i¢in farklilagmigs hiicre sayilarmin ve
uzunluklarmin yiizdesi, mikroskop altinda sayilarak
elde edilmistir. Morfolojik kesfe ek olarak
farklilasma, noronal hiicreye 06zgii hiicre iskeleti
proteinleri  (NF68, NF160 ve NF200) olan
norofilamentlerin  ekspresyonunun belirlenmesinde
biyokimyasal bir analiz ile degerlendirilmistir.
Hiinnap ekstraktinin 72 saat siire ile cesitli
konsantrasyonlarda (0.75, 1.5 ve 3.0 mg/mL)
islenmesi; NF68, NF160 ve NF200 ekspresyonlarini
en yiiksek oranlarda sirasiyla %150, %150 ve %100
oranlarinda indiiklemistir (Chen ve ark., 2014).
Arastirmacilar, hiinnap ekstresindeki cAMP'in,
noronal farklilagma {izerindeki etkisinden sorumlu
olabilecegini  diisiinmiislerdir. ~ Burada, PCI12
hiicrelerine cAMP uygulanmis ve PC12 hiicrelerinde
hem biiyiime, hem de norofilament ekspresyonunu
indiikleyebildigi  tespit edilmistir. cAMP ile
karsilastirildiginda;  hiinnap  ekstraktinin  etkisi,

ozellikle 15 ila 30 pm. arasindaki ndrit uzunlugunda
daha yiiksektir. Ayrica katesin, prosiyanidin B2,
epikatesin, kuersetin, galaktosid, kuersetin 3-O-
rutinosid, kuersetin 3-O-B-g-glukosid ve kamferol 3-
O-rutinosid de arastirilmig, ancak 6nemli bir etki
gozlenmemistir. Hiinnap 6zii, NF200'in ekspresyonu
iizerinde cAMP'den daha iyi etki gosterirken cAMP,
NF160 ekspresyonunda hiinnap ekstraktindan daha
iyi bir etkinlige sahiptir. NF68'de ekstrakt ile cAMP
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Chen ve
ark., 2014).

Gergeklestirilen ¢ok sayida arastirmada; hiinnap
bitkisinin ndrotoksin stresine karsi néron hiicrelerinin
korunmasi, ndronal farklilasmanmn uyarilmasi,
norotrofik  faktorlerin  ekspresyonunu  artirma,
hafizay1 ve Ogrenmeyi tesvik edici etkiler gibi
noroprotektif etkinliklere sahip oldugu gosterilmistir.
Belirtilen biyolojik etkinlikler igin flavonoidler,
CAMP ve hiinnap ekstraktinin potansiyel biyo-etkin
maddeler olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bulgular,
hiinnapin noérolojik hastaliklarin  6nlenmesi veya
tedavisinde  kullanilacak  saglik  takviyelerinin
gelistirilmesi i¢in potansiyel aday olabilecegini
gostermektedir (Chen ve ark., 2017).

SONUC

Hiinnap meyvesinin ¢ok sayida ve dnemli biyolojik
etkilere sahip oldugu aciktir. igerigindeki biyo-etkin
bilesiklerin etki mekanizmalari, molekiiler diizeyde
heniiz tam olarak bilinmemektedir; ayrica hangi
bilesigin, hangi etkiyi olusturdugu da ¢ogunlukla net
degildir. Icerigindeki en ©nemli madde olan
polisakkaritler yoniinden, ekstraksiyon yontemine
gore elde edilen fraksiyonlar, her ¢alismada farklilik
gostermektedir. Ayrica benzer kompozisyona sahip
polisakkaritler arasinda da molekiil agirligi, molekiil
sekli ve igerdigi asidik bilesenler ydnlerinden
bulunan farkliliklar, bu fraksiyonlarin da etkinligini
degistirmektedir. Mevcut calismalarin ¢ogunda in
vitro yontemler izlenmis olup farkli doz ve yollarda
yapilmig sistematik hayvan ve insan ¢aligmalarina
ihtiyag  bulunmaktadir. Ote yandan hiinnap
meyvesinin antidiyabetik etki mekanizmasi, net
olarak agikliga kavusturulmamis olup bu konuda da
aragtirmalara gerek duyulmaktadir. Hiinnap, sahip
oldugu biyo-etkin bilesenleri ile hala kesfedilmeye
deger bir meyve olarak durmakta ve ginlik
beslenmemizde daha fazla yer almay: fazlasiyla hak
etmektedir

Cikar Catismasi

Yazar, bu makalenin arastirilmasi, yazarlig1 ve/veya
yayinlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir potansiyel
c¢ikar catigmasi beyan etmemektedir.

Yazar Katkilari
Plan, tasarim: SK, SEH, AAH; Yazim ve elestirel
degerlendirme: SK, SEH, AAH.
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Tek Saglik yaklagimi, hayvan-insan-ekosistem etkilegsiminde halk saglig1 sorunlarinin ele alinmasinda kritik bir arag olarak
onem kazanmaya devam etmektedir. Kiiresel diizeyde bu kavrama genis bir destek vardir ve bu durum diinya ¢apinda ¢esitli
Tek Saglk girisimlerinin kurulmasma yol agmistir. Tek Saglik toplulugu icin giincel bir zorluk, Tek Saglik'm
stirdiirtilebilirligini saglamak igin eylem ¢agrisinin ve temel prensiplerin ilerisine nasil gegilecegidir. Gergek diinyaya iliskin
verilerin yetersizligi, insan-hayvan-gevre sagligi eksenindeki eksikliklerin tespit edilmesini engellemekte, bu durum politika
ve uygulamalarin sekillendirilmesinde Tek Saglik yaklasimmim uygulanmasini zorlastirmakta; 6nleme ve kontrol
faaliyetlerinin gecikmesine veya eksik kalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle Tek Saglik'in hastaliklarin dnlenmesi ve
kontrolii, antimikrobiyal direng, gida giivenligi ve ¢evre sagligi alanlarindaki ek faydalarini gosteren standardize edilmis
analizler dnemlidir ve bunlarin degerlendirilmesi gerekmektedir. Tek Saglik Degerlendirme Agi (NEOH), Kiiresel Saglik
Gilivenligi (GHS) Endeksi, Cevresel Performans Endeksi (EPI) ve Kiiresel Tek Saglik Endeksi (GOHI) gibi uygun bir
degerlendirme semasi ile birlikte iyi yapilandirilmis kavramsal sistemler, mevcut durumun daha iyi anlagilmasina ve Tek
Saglik uygulamasi i¢in belirli sosyo-ekolojik ortamlara kolayca uyarlanmis hedef ve stratejilerin belirlenmesine yardimcei
olabilmektedir. Tek Saglik uygulamalarinin degerlendirilmesi i¢in standardize edilmis yontemlerin gelistirilmesi, Tek Saglik
girisimlerinde daha uzun vadeli yeni kazanimlar1 daha kalici hale getirmek i¢in biiyiik bir firsat sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tek Saglik Uygulamalari, Zoonoz, Antimikrobiyal Direng, Iklim Degisikligi.

Evaluation of One Health Implementations: Current Standardized Frameworks
ABSTRACT
The One Health approach continues to gain recognition as a critical tool to address public health issues at the animal-human-
ecosystem interface. At a global level, there is broad support for the concept, which has led to the establishment of several
One Health initiatives around the world. A current challenge for the One Health community is how to go beyond the call for
action and key principles to ensure the sustainability of One Health. The dearth of real-world evidence has hindered the
identification of gaps in the human—animal-environment health nexus, which hampers the application of a One Health
approach in shaping policies and practice, and results in delayed or incomplete prevention and control measures. Therefore,
formal standardized analyses showing the added benefits of One Health in disease prevention and control, antimicrobial
resistance, food safety, and environmental health is important and need to be assessed. A well-constructed conceptual
systems, along with an appropriate evaluation scheme, such as Network for Evaluation of One Health (NEOH), Global
Health Security (GHS) Index, The Environmental Performance Index (EPI), and Global One Health Index (GOHI) can help
to better understand the current situation and to set goals and strategies for One Health implementation, readily tailored to
specific social-ecological settings. The development of a potential evaluation tool for One Health performance framework
provides a great opportunity to make new capacities more durable for longer-term gains in One Health initiatives.
Keywords: One Health Implementations, Zoonoses, Antimicrobial Resistance, Climate Change.
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GIRiS

Son yillarda, Tek Saglik yaklagimi tip ve veteriner
bilimlerinden zoonotik hastaliklar, antimikrobiyal
direng, gida giivenligi ve gida giivencesi, vektor
araciligryla bulasan hastaliklar, ¢evresel kirlenme ve
insanlar, hayvanlar ve cevre tarafindan paylasilan
diger saglik tehlikeleri de dahil olmak iizere hizla
biiyliyen bir dizi es giidiimlii alan1 kapsayacak sekilde
genislemistir (Bronzwaer ve ark., 2021; CDC,
NCEZID). Ornegin:

-Antibiyotiklere kars1 direncli bakteriler;
topluluklara, gida tedarigine, saglik kuruluslarina ve
gevreye (toprak, su) hizla yayilarak hayvanlarda ve
insanlarda  belirli  enfeksiyonlarin  tedavisini
zorlagtirabilmektedir.

-Vektor araciligiyla bulasan hastaliklar; sicaklarin
artmasi, sivrisinek ve kene  habitatlarinin
yayginlagmasi ile birlikte artis gostermektedir.

-Besi hayvanlarinda goriilen hastaliklar; besin
kaynaklarini, gecim kaynaklarin1 ve ekonomileri
tehdit edebilmektedir.

-Insan-hayvan bagi; ruh saghiginmn iyilestirilmesine
yardimet olabilmektedir.

-Tiiketim, rekreasyon ve daha fazlasi i¢in kullanilan
suyun kirlenmesi insanlart ve hayvanlar1 hasta
edebilmektedir (CDC; NCEZID).

1 Aralik 2021'de Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO), Diinya Hayvan Saghig1 Orgiitii (OIE),
Diinya Saglk Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler
Cevre Programi'min (UNEP) Tek Saglik Ust Diizey
Uzman Paneli (OHHLEP) Tek Saglik’1 resmi olarak
"ulusal, bolgesel ve kiiresel diizeyde uygulanabilen,
hem insanlar hem de hayvanlar icin en iyi saglik
sonuglarina ulagsma nihai hedefi ile ilgili tiim sektorler
ve disiplinler arasinda igbirligi, iletisim ve
koordinasyona dayali insan-hayvan-gevre
etkilesimindeki bir saglik tehdidini ele alma
yaklagimi" olarak tanimlamistir (OHHLEP Annual
Report, 2021).

Kiiresel diizeyde, Tek Saglik kavramina yonelik genis
bir destek vardir ve bu durum diinya ¢apinda gesitli
Tek Saglik girisimlerinin kurulmasina yol agmistir:
ABD’de (1) ABD'de Ulusal Park Servisi Tek Saglik
Girisimi, (2) Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
Tek Saglik Ofisi ve (3) ABD Tarim Bakanligi Tek
Saglik Koordinasyon Merkezi, kurumlar arasi
¢aligma gruplari ve ulusal ¢ok sektorlii koordinasyon
mekanizmalarindan (4) Banglades Tek Saglik
Sekreterligi ve (5) Liberya Tek Saglik Koordinasyon
Platformu, uluslararas1 Tek Saglik aglar1 ve
konsorsiyumlarindan (6) FAO/OIE/ WHO Uglii
isbirligi, (7) Tek Saglik Is Giicii, (8) Giiney Asya Tek
Saglik Birligi, (9) Gilineydogu Asya Tek Saglik
Universite Ag1, (10) Orta ve Dogu Afrika Tek Saglik
i¢in belirlenmis lisans ve egitim programlari. Ayrica,
Tek Saglik uygulamalarini tesvik etmek ve hastalik
tehditlerini 6nleme, tespit etme ve bunlara miidahale
etme konusundaki kapasiteleri  giiclendirmek
amactyla tilkeleri bir araya getirmek i¢in 2014 yilinda
baslatilan Kiiresel Saglik Giivenligi Giindemi ‘ne

(GHSA) yaklasik 50 iilke imza atmistir (Kelly ve ark.,
2020).

Tek Saglik yaklasimimin uygulanmasi biitiinciil bir
bakis agisini temsil etmektedir (Zhang ve ark., 2022).
Gegtigimiz on yil boyunca, pek ¢ok iilke tarafindan
Tek Saglik yaklasimi benimsenmis ve bilinen
faydalar1 ortaya konmustur (Sinclair, 2019). Tek
Saglik yaklasimi, ¢esitli diizeylerde entegre ve
birlestirici bir yaklasim anlamma gelmektedir:
oncelikle, insan sagligi, hayvan sagligt ve cevre
saglig1 arasindaki yakin iliskileri kabul eder; ikinci
olarak, toplumun farkli diizeylerinde birden fazla
sektorii, alant ve toplulugu harekete gegirir; tiglincii
olarak, pandemiye hazirlik ve miidahale, iklim
degisikligi vb. gibi kiiresel, bolgesel ve yerel
diizeylerdeki tehditlerle miicadele etmek igin iilkeler
ve bolgeler arasinda ortak igbirligini tesvik eder ve
dordiincti olarak, insan-hayvan-gevre sistemlerinin
stirdiiriilebilir kalkinmasi i¢in daha genis toplumsal
katilimi ve daha giicli bir toplumsal farkindaligi
saglar (Zhang ve ark., 2022). Tek Saglik, hastalik
riskini ve etkilerini azaltmak amaciyla erken teshis ve
tehlikelerin daha iyi anlasilmasi igin karsilastirmali
tibbin kapsamini hayvanlarda ve ¢evrede yapilacak
gbzetimlere kadar genisletmektedir. Ornegin, Ebola
virtisi ile iligkili biiyiikk maymun 6liimleri genellikle
insanlardaki salginlardan Once tespit edilmis ve
avcilarm leslerden kagmmasi gibi risk azaltma
onlemleriyle eslestirildiginde insanlardaki vakalari
onlemeye yardimci olabilecek potansiyel bir tahmin
degeri saglamistir. Buna ek olarak hava durumu
degerlendirilerek, Rift Vadisi hummasi ve diger
salginlarin etkileri dngoriilebilmistir. Sonug olarak
salgin hastaliklarin saglik ve ekonomik sonuglarini
azaltmak i¢in asilama ve sivrisinek kontrol
calismalar1 yapilmistir. Entegre sekilde yapilan insan,
hayvan ve g¢evre gozetimi de aymi sekilde patojen
yayilim yollarin1 aydinlatabilmekte ve hastaligin
kaynagida 6nlenmesini vurgulayan daha kapsamli
¢oziimlerin  gelistirilmesi ~ konusunda bilgi
verebilmektedir (Kelly ve ark., 2020)

GENISLEME

Tek Saglik yaklasimi kabul gérmiis olsa da
belirleyicileri ve uygulamadaki kolaylastiricilar
heniiz agikliga kavusturulmamistir (Zhang ve ark.,
2022). Tek Saglik'in birden fazla disiplin ve sektoriin
sinerjisini tesvik eden genis ve genellikle her seyi
kapsayan  dogast  nedeniyle, @ Tek  Saglik
uygulamalarmin katkilarmni resmi olarak
degerlendirmek i¢in Tek Saglik etki gostergelerini net
bir sekilde belirleme konusunda zorluklarla
kargilagilmaktadir (Sinclair, 2019). Gergek diinyadan
elde edilen bulgularin yetersizligi, insan-hayvan-
cevre saghigt ecksenindeki bosluklarin tespit
edilmesini engellemis, bu durum politika ve
uygulamalarin  sekillendirilmesinde Tek Saglik
yaklagiminin uygulanmasini zorlagtirmis; 6nleme ve
kontrol tedbirlerinin  gecikmesine veya eksik
kalmasima neden olmustur. (Zhang ve ark., 2022;



Kelly ve ark., 2020). Tek Saglik alanindaki giincel bir
zorluk, Tek Saglik'in siirdiiriilebilirligini saglamak
i¢in eylem cagrisinin ve temel prensiplerin ilerisine
nasil gecilecegidir. Bazi temel sorular sunlardir:

— Biitiinciil yaklagim birden fazla sektor ve disiplinin
katilimimi gerektirirken Tek Saglik yaklasiminin
etkisini 6l¢mek i¢in uygun gostergeler nelerdir?

— Tek sektorlii ve ¢ok sektdrlii gostergeler nasil
toplanmali ve karsilagtirilmalidir?

— Altyapt gelistirme, finansman, laboratuvar ve
gozetim kapasitesi, hazirlik, miidahale ve iletisim gibi
¢ok cesitli bilesenlerin etkisini 6lgmek i¢in nasil bir
yol izlenmelidir? (Sinclair, 2019).

Tek Saglik uygulamalarinin yararlarinin gosterilmesi
genellikle kiiciik 6l¢ekli projelerle simnirli kalmistir.
Konuyla ilgili yaymlanan derlemelerin ¢ogu yalnizca
nicel gostergeleri dikkate almis, ancak girisimlerin
nasil ve neden etkili olup olmadigini ve etkili yonetim
yaklagimlarini anlamak i¢in ¢ok dnemli olan nitel ve
karma yontem degerlendirmeleri hari¢ tutulmustur
(Delesalle ve ark., 2022).

Tek  Saglhik  yaklasimmin  siirdiiriilebilirligini
saglamak i¢in, Tek Saglik savunucularinin ve
uygulayicilarinin, politika kararlarinin ve kaynak
tahsislerinin gerekgelendirilmesine yardimci olmak
tizere Tek Saglik'in etkisine iligkin iilke diizeyinde
veri toplamast ve karar alicilara sunmasi
gerekmektedir (Sinclair, 2019). Tek Saglik yaklagimi
hastaliklarin 6nlenmesi ve kontrolii, antimikrobiyal
direng, gida giivenligi ve ¢evre saglig1 alanlarindaki
ek faydalarmi gosteren standardize edilmis resmi
degerlendirme yontemlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir (Delesalle ve ark., 2022; Kelly ve ark.,
2020). Uygun bir degerlendirme semasiyla birlikte iyi
yapilandirilmis  bir kavramsal sistem, mevcut
durumun daha iyi anlasilmasma ve Tek Saglik
uygulamas: igin belirli sosyo-ekolojik ortamlara
kolayca  uyarlanmig hedef ve  stratejilerin
belirlenmesine yardimci olabilmektedir (Zhang ve
ark., 2022).

TEK SAGLIK UYGULAMALARININ
DEGERLENDIRILMESI

Tek Saglik toplulugu, Tek Saglik planlamasinda ve
kaynak haritalamasinda stirdiiriilebilirligi
desteklemek ve mevcut yapilari, degerlendirmeleri ve
onceliklendirme araglarint uygulamak icin etki
Olciimlerinin temel gerekliliklerden biri oldugunu
kabul etmektedir (Sinclair, 2019). Tek Saglik
uygulamasini1 degerlendirmek ve katma degerini
O0lgmek icin yapilar ve yontemler kullanmak, uzun
vadede etkili uygulama stratejileri hakkinda daha
saglam sonuglara ulasilmasini saglayacak ve bu
yontemler daha sonra karar alicilar i¢in model teskil
edebilecektir (Delesalle ve ark., 2022).

Tek Saglik Degerlendirme Agi (NEOH), Kiiresel
Saglik Giivenligi (GHS) Endeksi, Cevresel
Performans Endeksi (EPI) ve Kiiresel Tek Saglik
Endeksi (GOHI) gibi bugiine kadar gelistirilen
metodolojik yapilar, Tek Saglik uygulamalarmin

uygun  sekilde yardimct
olabilmektedir.

Tek saghik degerlendirme ag1 (NEOH)

NEOH (http://neoh.onehealthglobal.net), Avrupa
Bilim ve Teknoloji Is birligi (COST) tarafindan
finanse edilen ve diinya ¢apinda 30'dan fazla iilkeden
250'den fazla bilim insanmi ve Tek Saglik
uygulayicisini bir araya getiren bir girisimdir. NEOH
degerlendirme yapist su unsurlardan olugmaktadir:
(1) Tek Saglik girisiminin ve baglamimin tanimit; (2)
beklenen ve beklenmeyen sonuglarin
degerlendirilmesiyle Dbirlikte degisim teorisinin
tanimt; (3) operasyonel ve destekleyici altyapilarin
siire¢ degerlendirmesi ve (4) siire¢ degerlendirmesi
ile elde edilen sonuglar arasindaki iligkilerin
degerlendirilmesi (Riiegg ve ark., 2018).

NEOH degerlendirme yapist sistematik bir yaklagim
kullanmakta ve Tek Saglik girisiminin baglami i¢inde
faaliyet gosterdigi sistem, girisimin kendisini de
sistemi az ya da ¢ok etkileme potansiyeline sahip bir
alt sistem olarak gormektedir. Tek Saglik
girigimlerinin temel ozellikleri etkenler,
operasyonlar, destekleyici altyap1 ve sonuglar olarak
tanimlanmigtir. NEOH degerlendirme yapis1 Tek
Saglik uygulamalarini; Tek Saglik diistincesi, Tek
Saglik planlamasi ve Tek Saglik ¢aligmasi basliklari
altinda kategorize ederek ve destekleyici alt yapilar
(sistemik organizasyon, 6grenme ve paylagim) ortaya
koymakta ve Tek Saglik girisiminin ortaya ¢ikardigi
degisiklikleri sonuglarla iliskilendirmektedir (Riiegg
ve ark., 2018).

Tek saghk uygulamalarinin degerlendirilmesi:
Halk saghg

Halk sagligi ve saglik sistemi kapasiteleri, tim
insanlarin  halk sagligi tavsiyelerine uymasini
saglayan politika ve programlarla birlestirilmelidir
(Bell ve Nuzzo, 2021).

Kiiresel saghk giivenligi (GHS) endeksi

GHS Endeksi, ilkelerin hazirlik kapasiteleri ve
riskleri ile ilgili temel verileri saglayarak kiiresel
saglik  gilivenligi alaninda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ulkeler bu verileri hazirlikli olma
caligmalarint gelistirmek i¢in kullanabilir. Buna ek
olarak uluslararasi hiikiimet ve diger kiiresel
kuruluslar, ilke diizeyindeki verileri saglikla ilgili
acil durumlara daha iyi hazirlikli olmak ve ¢alismalari
desteklemek i¢in kullanabilmektedir.

GHS Endeksi, 195 iilkede saglik giivenligi ve ilgili
yeterliliklerin bir degerlendirmesi ve
karsilastirmasidir. GHS Endeksi, Niikleer Tehdit
Girisimi (NTI) ve Bloomberg Halk Saghg:
Okulu'ndaki Johns Hopkins Saglik Giivenligi
Merkezi tarafindan Economist Impact ile ortaklasa
gelistirilmistir.  Halk  saghgir  yeterliliklerinin
Ol¢iilmesine yonelik baska yapilar da mevcut olmakla
birlikte, GHS Endeksi, sinir 6tesi saglik tehlikelerinin
azaltilmasina yonelik tilke gerekliliklerini diizenleyen
kiiresel anlagma olan Uluslararas1 Saglik Tiiziigii'ne
(UST [2005]) taraf olan 195 devletin tamamindaki
hazirlik eksikliklerinin genis bir degerlendirmesini

degerlendirilmesine



benzersiz bir sekilde sunmaktadir (Bell ve Nuzzo,
2021).

2021 GHS Endeksi, kamuya agik bilgileri kullanarak
iilkeleri 6 kategori, 37 gosterge ve 171 soru lizerinden
degerlendirmektedir. ~ GHS  Endeksi,  saglik
giivenligini, siyasi ve giivenlik riskleri, saglik
sisteminin daha genis kapsamli olarak saglamlig1 ve
iilkelerin kiiresel normlara baglilig1 gibi salginlarla
miicadelede kritik O6neme sahip diger faktorler
baglaminda degerlendirmektedir (Sekil 1).

GHS ENDEKSININ EVRiMi

Sekil 1. GHS endeksinin evrimi
(Bell ve Nuzzo, 2021)

GHS Endeksi, liderleri, iilkelerini gelecekteki
salginlara hazirlamak i¢in gerekli olan temel unsurlar
ve planlamaya Oncelik vermeleri ve dayanikli
finansmana yatirnm yapmalar1 gereken noktalar
hakkinda bilgilendirmek {izere tasarlanmistir. Bu
yeterlilikleri her 2-3 yilda bir degerlendiren GHS
Endeksi, bu eksikliklerin giderilmesine oncelik
verilmesi i¢in siyasi iradeyi ve eylemi tesvik
etmektedir (Bell ve Nuzzo, 2021).

2021 GHS Endeksinin agikladigi ¢arpict bazi
sonuglar sunlardir:

- Yiiksek gelirli iilkeler de dahil olmak iizere ¢ogu
ilke, salgin veya pandemi hazirligimi gii¢lendirmek
icin 6zel mali yatirnmlar yapmamistir.

- Cogu iilke, salgin tespiti ve miidahalesi i¢in saglam,
yetenekli ve erisilebilir bir saglik sisteminin
stirdiiriilmesinde ¢ok az ilerleme kaydetmis veya hig
ilerleme kaydetmemistir.

- Siyasi ve giivenlik riskleri neredeyse tiim iilkelerde
artmistir ve en az kaynaga sahip olanlar en yiiksek
riske ve en biiyiik hazirlik eksikliklerine sahiptir.

- Ulkeler, olas1 hastaliklara kars1 hazirlik ihtiyaglarmi
ihmal etmeye devam etmekte, bu da saglik giivenligi
ile ilgili olasi acil durumlarin etkisini daha da
kotiilestirmektedir.

- Ulkeler, COVID-19'dan daha biiyiik 6lgekte hasara
yol agabilecek kiiresel felaket niteligindeki biyolojik
olaylar1 onlemeye hazir degildir (Bell ve Nuzzo,
2021.

GHS Endeksi bulgularina gore 50. sirada yer alan
Tirkiye'nin GHS Endeksi puani 50'dir. GHS Endeksi
kategorilerinden biri olan tespit, laboratuvar
sistemlerinin giici ve kalitesi, laboratuvar tedarik
zinciri, gercek zamanl gézetim ve uluslararasi endise
yaratan olast salginlara  yonelik  raporlama
kapasitelerinde Tiirkiye acisindan biiyiik eksiklikler
oldugunu gostermektedir. Tiirkiye icin GHS Endeksi
kategorileri arasinda en diisiikk puani alan kategori
tespit olmustur (Sekil 2). Bu disiik performans,
Tirkiyenin  uluslararast endise kaynagi olan
potansiyel salgin hastaliklarin erken tespiti ve
raporlanmast  konusunda  zorluk  yasadigin
yansitmaktadir (Bell ve Nuzzo, 2021).

Turkiye 505 46/195
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Sekil 2. Tiirkiye'nin GHS endeks puam
(Bell ve Nuzzo, 2021).

Tek saghk uygulamalarimin degerlendirilmesi:
Cevre saghgi

Tek Saglik; insan sagligi, hayvan sagligi ve gevre
igliisinden olusmaktadir, ancak s6z konusu
girigimlerin ¢ogunda ¢evre sagliginin yer almamasi
veya bu bilesene istiinkorii deginilmesinden de
anlagilacagl tlizere g¢evre sagligi genellikle ihmal
edilmektedir. Cevre, antibiyotik direnci ve iklim
degisikligi Orneklerinde de goriildiigii iizere Tek
Saglik iclisiiniin en dinamik ve dolayisiyla en kafa
karigtirict sektoriidiir. iklim degisikligi patojenlerde,
vektorlerde ve rezervuarlarda yasam dongiisii
degisikliklerine neden olarak, belirli bir habitatta
etkilesim  halinde  olan  tirler  arasindaki
senkronizasyona etki ederek ve habitatlart
degistirerek veya yok ederek canli sistemlerin
ekolojik ve c¢evresel biitiinliigiinii tehlikeye
atmaktadir (Essack, 2018). Kotii hava kalitesi, diinya
capinda en kritik halk sagligi sorunlarindan bir
tanesidir. Biyogesitlilik gezegen sagliginin kritik bir
unsurudur ve insan toplumlarinin, ekonomilerinin ve
refahinin igleyisini desteklemektedir. Tahminen bir
milyon tiir oniimiizdeki on yil i¢inde yok olma
tehlikesiyle kars1 karsiyadir. Kirlilik, karasal ve sucul
ekosistemlerin saghigmi kotiilestirmenin yani sira



sucul yasamui riske atmakta ve kiiresel su erisimini
azaltmaktadir (Wolf ve ark., 2022). Bu nedenle,
cevresel bilesenlerin ve disiplinlerin Tek Saglik
mimarisine daha iyi entegre edilmesine ydnelik
gergek ve ciddi bir ihtiyag vardir (Delesalle ve ark.,
2022).

Cevresel performans endeksi (EPI)

2022 EPI, diinya genelinde siirdiiriilebilirligin
durumuna iliskin verilere dayali bir 6zet sunmaktadir.
Bugiine kadar yaymlanmig en kapsamli kiiresel cevre
analizi olan 2022 EPI, 11 sorun kategorisinde
gruplandirilmis 40 performans gostergesinden
yararlanmaktadir. Bu sorun kategorileri de 3 politika
hedefinde toplanmistir: Cevre Sagligi, Ekosistem
Canlihgr ve Iklim Degisikligi (Sekil 3). EPI
Olciimlerini genis ¢apta erisilebilir kilmak i¢in EPI
ekibi 180 {ilkenin ham g¢evresel verilerini 0-100
Olceginde en kotii performanstan en iyi performansa
dogru siralanan gostergelere doniistiirmektedir. EPI
gostergeleri, sorunlari tespit etmek, hedefler
belirlemek, trendleri izlemek, sonuglar1 anlamak ve
en iyi politika uygulamalarmi belirlemek igin bir
yontem saglamaktadir. Dogru veri ve gerceklere
dayali analiz, hiikiimet yetkililerinin politika

glindemlerini iyilestirmelerine, Onemli statiideki
paydaslarla iletisimi kolaylastirmalarina ve ¢evre
yatirimlarmin getirisini en iist diizeye ¢ikarmalarina
da yardimci olabilmektedir (Wolf ve ark., 2022).
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Sekil 3. 2022 EPI yapasi (3 politika hedefini, 11
konu kategorisini ve 40 gostergeyi
kapsamaktadir.) (Wolf ve ark., 2022).

2022 EPI ¢evresel bagari faktorlerini li¢ kategoride
incelemektedir: (1) ekonomik, (2) yonetim ve (3)
sosyal. Daha sonra bu faktorlerin siirdiiriilebilirligin
etkenlerini nasil miimkiin kildigin1 arastirmakta ve
bazi iilkelerin neden cevresel olarak benzerlerinden
daha iyi performans gosterdigini ortaya koymaktadir.
Yiiksek puan alan iilkeler, ¢evre sagligini koruyan,
biyocesitliligi ve habitati muhafaza eden, dogal
kaynaklar1 koruyan ve sera gazi emisyonlarini
ekonomik biiylimeden ayiran politikalara uzun
stiredir devam eden yatirimlar yapmaktadir (Sekil 4).

Birgok Dogu Avrupa iilkesi yiliksek puanlar elde
ederken, Tiirkiye bir istisna olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Wolf ve ark., 2022).

Diger bircok iilkenin ¢ok altinda, 172. sirada yer alan
Tiirkiye'nin 2022 EPI puani sadece 26.3'tiir. Bu diigiik
performans, Tiirkiye'nin dogal kaynaklarini koruma
cabasindaki ve artan sera gazi emisyonlarini
azaltmadaki basarisizligmi yansitmaktadir. EPI'nin
inovatif ~ gostergesi olan 2050'de  Ongoriilen
emisyonlar, Tiirkiye'nin yoriingesinde bir iyilesme
olmazsa yiizyilin ortalarinda sera gazi emisyonlarinin
en bilyiik 11. kaynagi olacagini gostermektedir (Wolf
ve ark., 2022).

2022 EPI Siralamas|

Sekil 4. 2022 Cevresel Performans endeksi'nde
180 iilke icin siralamalar (Wolf ve ark., 2022).

Buna ek olarak, Tiirkiye biyogesitliligi ve habitati
yeterince korunmamaktadir. Tiirkiye birgok biyolojik
cesitlilik sicak noktasina ve benzersiz tiirlere ev
sahipligi yapmasina ragmen, kara alaninin %7'sinden
azi ve deniz alanmin %?2'si korunan alanlar
icerisindedir. Tiirkiye'nin Ilisu Baraji gibi devasa
altyap1 projeleri, tehdit altindaki tiirler igin kritik
yasam alanlarim tehlikeye atmakta ve Suriye, iran ve
Irak gibi asagi havza tlkelerinin su tedarigini
sinirlandirmaktadir (Wolf ve ark., 2022).

2022 EPI veri analizinden iki temel sonug ortaya
¢ikmaktadir: ekonomik gii¢ ve iyi yonetimin énemi.
Cevrenin korunmasina yatirim yapilmasini saglayan
ekonomik giig, iilkelerin cevreyle ilgili altyapiy1
gelistirmesine ve daha iyi kirlilik kontrol teknolojileri
benimsemesine olanak taniyarak daha yiiksek EPI
puanlari elde edilmesini saglamaktadir. Bu yatirimlar
halk saghgm iyilestirmekte ve daha iyi g¢evresel
sonuglara yol agmaktadir (Wolf ve ark., 2022).

Tek saghk uygulamalarimmin degerlendirilmesi:
Insan-hayvan-cevre saghg

Tek Saglik vizyonunun uygulanmasinin sonuglari,
ozellikle zoonotik ve yeni ortaya ¢ikan hastaliklarin
etkisinin en siddetli sekilde yasandigi gellsmekte olan
iilkelerde ¢ok yonlii olmaktadir. Ornegin, insan,
hayvan ve ¢evre sagligi uzun vadeli ekonomik refah,
dis yardim bagimliliginin azaltilmas ve siyasi istikrar
icin vazgegilmez 6nemdedir (Mwangi ve ark., 2016).



Kiiresel tek saghk endeksi (GOHI)

Insan, hayvan ve ¢evre saghgi arasindaki ayrilmaz
baglantilar, Tek Saglik i¢in bir sistem yaklagimini
gerekli kilmaktadir. Bu yaklasim, sagligin molekiiler,
biyolojik, ekolojik, ekonomik, sosyal, politik ve
siyasi sistemler icinde kompleks bir yapidan meydana
geldigini kabul etmektedir (Essack, 2018). insan-
hayvan-gevre sisteminin bir biitiin olarak daha iyi
hale getirilmesi, t¢linden (insan sagligi, hayvan
sagligtn  ve c¢evre sagligl) herhangi birinin
faydalarindan 6diin vermemekle miimkiindiir. Tek
Saglik etkilerini degerlendirecek  yontemlerin
gelistirilmesi Tek Saglik yaklagiminin bilimsel olarak
Ol¢iilmesine, Tek Saglhk kapasitesinin
gelistirilmesine ve en acil ihtiya¢ duyulan alanlardaki
bosluklarin tespit edilmesine katkida bulunmak
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Tiim iilkelerin
karar alma siireclerinde Tek Saglik yaklasimin
benimsemesine ve uygulamasina acil ihtiyag
duyulmaktadir.  Etkili karar almaya yonelik
ihtiyaglarin  artmasiyla  birlikte, Tek  Saglik
yaklagiminin  nicel olarak degerlendirilmesine
yonelik bir¢ok kiiresel ¢alisma yapilmistir. Ancak bu
calismalar, Tek Saglik yaklagimini olusturan tim
bilesenlerden ziyade, Tek Saglk yaklasimimin
bilesenlerinden birine odaklanmistir (Zhang ve ark.,
2022).

GOHI, Tek Saglk’in biitiinciil bir perspektiften
degerlendirilmesi i¢in gelistirilen ve genis kapsamli
analiz i¢cin 200'den fazla iilke ve bolgeden veri
kullanan diinyanin ilk degerlendirme yontemidir.
Yapilandirilmis anket puanlarmi (6rnegin GHSI)
veya yalnizca nicel verileri (6rnegin EPI) kullanan
mevcut kiiresel veri tabanlarinin aksine GOHI, veri
toplama ve analizinde karma yontem yaklagimiyla
nitel ve nicel verileri bir araya getirmekte, bu durum
da GOHI'yi daha esnek ve farkli tilkelerdeki farkli
durumlara uygulanabilir kilmaktadir (Zhang ve ark.,

2022).
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Sekil 5. Kiiresel Tek Saghk Endeksi‘nin (GOHI)
hiicre benzeri yapisi (Zhang ve ark., 2022).

Tek Saglik’in bu temel ilkelerine dayanarak, bir dig
etkenler endeksi (EDI), bir i¢ etkenler endeksi (IDI)
ve bir ¢ekirdek etkenler endeksinden (CDI) olugan
hiicre benzeri bir GOHI yapis1 gelistirilmistir (Sekil
5). EDI, diinya sistemi, ekonomik sistem, teknolojik
sistem, sosyolojik sistem ve kurumsal sistem dahil
olmak tizere Tek Saglik gelisimini etkileyen sosyal,
ekonomik, kiiltirel ~ ve  diger  faktorleri
degerlendirmek icin kullanilir. IDI, insan sagligi,
hayvan saglig1 ve ¢evre sagligi etkilesimlerindeki Tek
Saglik  uygulamalarint  degerlendirmek  igin
olusturulmustur. CDI, yeni ortaya g¢ikan zoonotik
bulasic1 hastaliklar, gida gilivenligi, antimikrobiyal
diren¢ (AMR), iklim degisikligi ve yonetim gibi
temel bilimsel alanlarin yonetiminde Tek Saglik
uygulamasini degerlendirmek iizere olusturulmustur
(Zhang ve ark., 2022).

2016-2020 yillar1 arasinda firetilen veriler, her bir
gosterge icin toplanmig ve GOHI veri tabanim
olusturmak i¢in kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. GOHI’nin gelistirilmesi i¢in kullamlan
veri kaynaklar1 (Zhang ve ark., 2022).

Kategori Kaynaklar

Dis ethenler endesi

Okyanus Sadhi1 Endeksi puanian, Our Wo
Cekirdek etienler endelsi

(C0H)

Yonetm 506 an verler Diinya Bankasi, hilkamef web sitsi porta

Zoonofk hastalidar S0, OIE ks, Kiresel Sagik Givenddi Endeksi (GHS), GHDx verier

Gida givenlg FAQ, Dinya Bankas:, WHO, B, UNHCR, UNEPten dinan ver

Antmikrobiyaldeen;  Kiresel an

i dediski Dinya Bankas1, Lancet Countdown, Our World in Data, OECD.Statdan alinan verier

GOHI  sonuglarma gdre, diinya genelindeki
iilkelerin/bolgelerin  GOHI puanlari optimumdan
(100 puan) uzak olup, en yiiksek puan 65'tir (Isveg).
En yiiksek puan araligi olan 60 ve iizeri agirlikh
olarak Kuzey Amerika, Avrupa ve Okyanusya
iilkelerini icerirken, Afrika'daki ilkeler 30-50
araliginda oldukga diisiik puanlar elde etmistir. Hiicre
benzeri bir yapiya dayanan CDI bes bilesenden
olusmaktadir. Sekil 6, GOHI puanlarina gore
siralanan CDI boyutlarinin medyanlarina gore
asagidaki gibi oldugunu gostermektedir: zoonotik
hastaliklar (63.7), gida giivenligi (56.3), iklim
degisikligi (43.6), AMR (37.8) ve Tek Saglik
yonetimi (31.5). Buna ek olarak, AMR ve Tek Saglik
yOnetimi i¢in puan dagilimlar genis araliga sahiptir
ve bu durum iilkeler/bolgeler arasinda puanlarda
biiyiik bir varyasyon oldugunu gostermektedir. FAO,
WHO ve OIE tarafindan 2021 yilinda ortaklasa
olusturulan Ugli AMR Ulke Oz Degerlendirme
Anketine gore, diinya capinda 153 iilke AMR
konusunda ulusal eylem kilavuzlar1 yayinlamistir,
ancak yalnizca 95 iilke kilavuzlara gére uygulamalari



hayata gecirmistir ve 70'ten fazla iilkede hala AMR
konusunda resmi sektorler arast yonetim veya
koordinasyon = mekanizmalari  bulunmamaktadir
(Zhang ve ark., 2022).

Zoonoz Hastaliklar
Gida guvenligl

Iklim

Antimikroblyal direng

Yonetim

0 ) 50 ]
Karesel Tek Saghk Endeks! (GOHI) puanian

Sekil 6. Kiiresel Tek Saghk Endeksi'nin (GOHI)
puan dagilimi. Temel Etkenler Endeksinin (CDI)
bes bilesenine gore iilkeler arasinda alt grup
GOHI puanlarinin yogunluk grafikleri
(Zhang ve ark., 2022).

Bir degerlendirme araci olarak GOHI, Tek Saglik
uygulamalarinin saglik sonuglarma etkisini tahmin
etmek i¢in uygulanabilir; bu durum, kaynak girdisinin
onceliklendirilmesine ve ilgili stratejilerin formiile
edilmesine fayda saglar. ilk olarak, GOHI’nin hiicre
benzeri yapisi tanitilarak, Tek Saglik yaklagiminin
belirleyicileri ve isleyisi hakkinda net bir tanim
saglanmakta ve ortak bir anlayis tesvik edilmektedir.
Bu asama stratejilerin gelistirilmesi i¢in giiglii bir
temel olusturur. Tkinci olarak, GOHI kiiresel, kitasal,
ilke ve alt-bolgesel diizeylerde Tek Saghk
yaklagimlarinin  performansinin  degerlendirilmesi
i¢cin bir ara¢ olarak hizmet edebilmektedir. En ¢ok
ihtiya¢ duyulan ilkelerde/bolgelerde Tek Saglik
uygulamalarmi  giliglendirmek  i¢in  bosluklari
belirlemek ve etkili onlemlerin benimsenmesi igin
katk1 saglamaktadir (Zhang ve ark., 2022).

SONUC

Tek Saglik konsepti, herkes i¢in sagligin
iyilestirilmesinde en biiylik etkiye sahip olmak
amactyla hayvan-insan-ekosistem etkilesimindeki
halk sagligi sorunlarini ele almak icin kritik bir arag
olarak kabul gérmeye devam etmektedir (Atlas ve
Maloy, 2016). Su ana kadar ¢ogu iilke, faaliyetler ve
harcamalar konusunda farkli yetkilere sahip devlet
kurumlarinda veya bakanliklarda bulunan insan
saghgi, tarim ve ¢evre sektorlerindeki faaliyetlerin
koordinasyonu ve entegrasyonu igin  resmi
mekanizmalardan yoksundur (Kelly ve ark., 2020).
Ayrica, c¢ok az iilke Tek Saglik yaklagimimin
koordinasyonundan 6zel olarak sorumlu bir devlet
kurumu olusturmustur. Yonetim mekanizmalarinin
eksikligi, Tek Saglik igin farkli diizeylerde kapasite
gelistirmenin Oniindeki en biyik engel olmaya

devam etmektedir (Zhang ve ark., 2022). Birgok iilke
Tek Saglik uygulamalarini gergeklestirmek igin
kapasitelerini hizla gelistirebilmis olsa da tiim tilkeler
salgin ve pandemik hastaliklar gibi gelecekteki halk
sagligr tehditlerine karst tehlikeli bir sekilde
hazirliksiz durumdadir. Bununla birlikte, hazirlikln
olma konusunda uzun vadeli kazanimlar elde etmek
amactyla yeni kapasiteleri daha dayanikli hale
getirmek i¢in biiyiik bir firsat bulunmaktadir (Bell ve
Nuzzo, 2021).

Cikar Catismasi

Yazar, bu makalenin aragtirilmasi, yazarligi ve/veya
yayinlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir potansiyel
¢ikar ¢atigsmasi beyan etmemektedir.

Yazar Katkilar1
Plan, tasarlama: PS; Yazim ve elestirel
degerlendirme: PS.
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Nanopartikiiller (NP’ler) 1 ile 100 nm arasinda bulunan partikiillere verilen isimdir. NP’ler normal malzemelerden farkli
belirli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay: ticari kullanim igin yapay olarak sentezlenmekte, endiistriyel iiretim
esnasinda kasitsiz bir yan iiriin veya dogal olarak meydana gelmektedir. Her giin gelismekte olan nanoteknoloji, elektronik,
tip, insaat, kozmetik, tekstil, otomotiv, ¢evre, gida, ev aletleri, yenilebilir enerji, petrol, tarim, matbaacilik, spor ve saglik
gibi alanlarda kullanilmaktadir. En yaygm kullanilan NP’ler ise giimiis (Ag), titanyum (Ti) ve silikon dioksit (SiO2) veya
karbon (C) tabanli olanlardir. Ticari olarak tiretilen NP’ler, iretim asamalarinda veya yasam dongiilerinin son agamasinda
atik tirlinler olarak sucul ortama desarj edilebilmektedir. Bu NP’ler yiizey veya yeralti suyu ortamlarina gecebilmektedir. Su
kaynaklarina dogrudan, yagis veya topraktan siiziiliip gelen NP’ler balik, kabuklular ve hatta tek hiicreli organizmalar gibi
sucul organizmalara yonelik dnemli etkilere neden olabilmektedirler. Sucul organizmalar NP’lere solungaglari, yutma,
dermal temas, hiicrelere adsorpsiyon gibi yollarla maruz kalmaktadirlar. NP’ler canlilarda lipid peroksidasyonuna, hiicre
yapisinin bozulmasina, mitokondride bozulmaya, protein oksidasyonuna ve DNA hasar1 gibi etkilere neden olmaktadirlar.
NP’ler gevresel risk degerlendirmeleri gogunlukla tiim risk faktorlerini dikkate almayan standart laboratuvar kosullari altinda
gerceklestirilmektedir. Bu nedenle gevre ve atik su ortamlar1 gibi karmagik ortamlara salinan NP’lerin bu ortamlardaki
davraniglar1 laboratuvar ortamindan farkli olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Nano Teknoloji, Toksisite, Suda Yasayan Canlilar.

Nanoparticle Toxicity in Aquaculture
ABSTRACT
Nanoparticles (NPs) are the name given to particles that exist between 1 and 100 nm. NPs are synthesized artificially for
commercial use due to certain physical and chemical properties different from normal materials, occur as an unintentional
by-product during industrial production, or occur naturally. Nanotechnology, which is developing every day, is used in fields
such as electronics, medicine, construction, cosmetics, textiles, automotive, environment, food, household appliances,
renewable energy, petroleum, agriculture, printing, sports and health. The most commonly used NPs are those based on
silver (Ag), titanium (Ti), and silicon dioxide (SiO2) or carbon (C). Commercially produced NPs can be discharged into the
aquatic environment as waste products during the production stages or at the final stage of their life cycle. These NPs can
migrate to surface or groundwater environments. NPs that leach into water sources directly from precipitation or soil can
cause significant effects on aquatic organisms such as fish, crustaceans and even single cell organisms. Aquatic organisms
are exposed to NPs through gills, ingestion, dermal contact, and adsorption to cells. NPs cause effects such as lipid
peroxidation, disruption of cell structure, deterioration in mitochondria, protein oxidation and DNA damage in living things.
Environmental risk assessments of NPs are often performed under standard laboratory conditions that do not consider all
risk factors. Because of that the behavior of NPs released into complex environments such as environment and wastewater
environments may be different from the laboratory environment.
Keywords: Nanoparticle, Nano Technology, Toxicity, Aquatic Creatures.
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GIRiS

Uluslararas1 Standardizasyon Organizasyonu (ISO)
Teknik komitesi 229, 2010 yilinda nanoteknolojiyi
(NT) “1-100 nm nano &lgekteki nesneleri ve
organizmalart  bilmek ve kullanmak” olarak
tanimlamugtir  (Ruttkay-Nedecky ve ark., 2018).
Nanopartikiiller (NP), en az bir boyutu 1 ile 100 nm
arasinda olan malzemeler olarak tanimlanir. NP’ lerin,
normal malzemelerinden farkli belirli fiziko-
kimyasal ozellikleri bulunmaktadir (Lopez-Serrano
ve ark., 2014). Bu pargaciklar kiiresel, boru seklinde
veya diizensiz formda olabilir. NP’ler, dogal ve
sentetik olarak iki gruba ayrilir. Bu iki grup da
NP’lerin kimyasal bilesimlerine gore organik ve
inorganik (mineral) olmak {izere alt gruplara ayrilir
(Taghavi ve ark., 2013).

Hem organik hem de inorganik NP’ler, potansiyel
kirleticiler olabilirler. Gegmiste analitik tekniklerdeki
siirlamalar nedeniyle cogunlukla
tanimlanamamuglardir. NP’ler ticari kullanim igin
yapay olarak sentezlenebilir, kasitsiz bir yan iirlin
olarak {retilebilir veya dogal olarak meydana
gelebilirler. Biyosfer, antropojenik nano boyutlu
pargaciklar ve diger dogal NP’ler a¢isindan zengindir
(Malakar ve ark., 2021). Volkanik kiilden, orman
yangmlarindan, yildirnmdan veya uzayda olusan
dogal NP'ler havada kolayca bulunabilir. Kurumdan
tretilen dogal olarak olusan ¢ok duvarli karbon
nanotiipler, havada 15 ile 70 nm arasinda degisen
boyutlarda bulunmustur (Griffin ve ark., 2018).
Antropojenik endiistriyel siireclerin (6rnegin dizel
egzozu, komiir yakma ve kaynak dumani) sonucu
olusan, atik veya antropojenik partikiiller olarak da
tanimlanan kasitsiz iretilen NP’lerdir (Ma ve ark.,
2016). NP’lerin sentezi i¢in fiziksel, kimyasal ve
¢evre dostu yesil sentez yontemleri kullanilmaktadir.
Her yontemin kendine 6zgii artilar1 ve sinirlamalari
bulunmaktadir (Andag ve ark., 2022). NP’ler,
kimyasal bilesime bagli olarak karbon NP’ler
(fullerenler ve nanotiipler), metal oksitler (titanyum
dioksit (TiOz) ve ¢inko oksit (Zn0O)), metal NP’ler (
altin (Au)), yar iletkenler (kuantum noktalar1) ve
organik polimerik NP’ler (dendrimerler) olarak
gruplandirilir (Krysanov ve ark., 2010).

NT veri tabaninda 7 Ocak 2022 tarihi itibariyle
elektronik, tip, insaat, kozmetik, tekstil, otomotiv,
gevre, gida, ev aletleri, yenilebilir enerji, petrol, tarim,
matbaacilik, spor ve saglik ile diger olmak iizere 15
sinifta toplam 9471 nano iiriin oldugu ve bu smiflarda
en yaygm kullanilan NP’lerin ise glimiis (Ag),
titanyum (Ti) ve silikon dioksit (SiO2) veya karbon
(C) tabanl olanlar oldugu goriilmektedir (Filazi ve
Simsek, 2022).

NP’ler, boyutlari, dagilimlari ve morfolojileri
nedeniyle benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklere sahip bir tir nanomalzemedir (NM)
(Haghighat ve ark., 2021). NP’lerin biiyiik oranda
uygulamalari, normal malzemeler ve bunlarin
tuzlarina kryasla ¢ok yiiksek yiizey alani/hacim orani,
daha yiiksek reaktivite, yiizey potansiyeli,

ayarlanabilir fiziksel/kimyasal 6zellikler, molekiiler
manipiilasyon vb. gibi benzersiz 6zellikleri nedeniyle
miimkiindiir ve tercih edilir (Ameen ve ark., 2021).
Yukarida bahsedilen olaganiistii 6zellikleri nedeniyle
NT, en hizli biiyiiyen teknolojik sektérlerden biridir
ve yiiksek ekonomik etkiye sahiptir (Lopez-Serrano
ve ark., 2014). Ticari olarak tiretilen NP’ler, iiretim
asamalarinda veya yasam dongiilerinin  son
asamasinda atik iiriinler olarak sucul ortama desarj
edilebilir. Bu NP'ler yavas yavas yiizey ve yeraltt
suyu ortamlarina gegebilir veya daha sonra bitkiler
veya hayvanlar tarafindan alinmak iizere toprakta
kalabilirler. Atik su, NP'leri dogal gevreye dagitmak
icin  birincil vektorlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Malakar ve ark., 2021).

NP ¢esitlerinin giinden giline artmast ve hiicreler
iizerindeki kesfedilmemis etkilesim mekanizmalari
nedeniyle, fitotoksik, sitotoksik ve genotoksik
Ozelliklerinin belirlenmesi de dahil olmak iizere
organizmalar iizerindeki potansiyel zararli etkileri
icin siirekli testler yapilmaktadir (Dlugosz ve ark.,
2021). NP’lerin ekotoksikolojik etkilerinin ve
toksisitesinden sorumlu igsel ve digsal faktérlerin
(boyut, kimyasal bilesim, sekil, egrilik agisi, kristal
yap1, yilizey puriizliligi, hidrofobiklik vb.)
aragtirtlmas1 6nem arz etmektedir (Bakshi ve ark.,
2014). Nanoteknolojinin  yayginlagsmasiyla, bu
NP'lerin biiyiik miktarlar1 yiizey sularina ve bu yolla
sucul ortamlara desarj edilmektedir. Bu da sucul
biyota  iizerinde olumsuz  etkilere = neden
olabilmektedir. Birbirleriyle veya diger kirleticilerle
birlikte bulunan NP'lerin toksisite mekanizmalar1 ve
davraniglari, su veya canli organizmalardaki
birikimlerini de degistirebilmektedir (Haghighat ve
ark., 2021).

Su kaynaklarina dogrudan, yagis veya topraktan
stiziiliip gelen NP’ler balik, daphnia ve hatta tek
hiicreli organizmalar gibi sucul organizmalara
yonelik Onemli etkilere neden olabilmektedirler.
Sucul organizmalar NP’lere solungaclari, yutma,
dermal temas, hiicrelere adsorpsiyon gibi siirekli
temas etmek zorunda kaldiklarindan karadaki
organizmalardan daha fazla NP toksisitesine maruz
kalirlar. Sucul canlilarda birikim gosteren NP’ler
diger tiirlere gida zinciriyle gegmekte ve boylece her
ekosistemdeki tiim trofik seviyeleri etkilemektedirler
(Filazi ve Simsek, 2022).

GENISLEME

NP’ler, memelilerin farkli hiicre zarlarindan gecebilir
ve emilebilir. Emilim oranlar1 boyutlarina baglidir.
Daha sonra NP’lerin boyutu ve hiicrelerdeki dagilimi,
agregasyonu ve sedimantasyonlari, absorpsiyon
oranlarimi belirlemede en 6nemli parametrelerdir.
Bazi o6zel hiicrelerde, nanopartikiillerin hiicresel
absorpsiyonu  endositoz  veya fagositoz ile
gerceklesir. NP’ler, hiicrelerde mitokondri gibi belirli
yerlerde depolanir ve toksik reaksiyonlara neden
olabilmektedirler. NP’ler, ¢ok hiicreli organizmalarda
iltihaplanma ve fibrozise neden olabilir ve tek hiicreli



organizmalardaki ana etkileri, antioksidan 6zellikleri
ve sitotoksisiteleridir (Taghavi ve ark., 2013).
NP’ler, genis yiizey alanma sahip olduklarindan
membranlara, proteinlere ve DNA’da Onemli
hasarlara neden olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna neden olurlar. Bir organizmada ROS (-Oy,
HO,, -OH ve H;O; gibi) tiirlerinin iiretiminde artis
olmasi, “nanotoksisite fenomeni” adi verilen lipid
peroksidasyonuna, hiicre yapisinin bozulmasina,
mitokondride bozulmaya, protein oksidasyonuna ve
DNA hasarmna neden olabilmektedir (Filazi ve
Simsek, 2022).

Toplanma egilimi ve suda belirli bir dereceye kadar
zayif ¢oziniirliik, canli organizmalar igin NP’lerin
¢ogunun erisilebilirligini sinirlar. Fullerenlerin sulu
ortamda ve toprakta en azindan diisiik hareketlilik
gosterdigi bilinmektedir. Bununla birlikte, bazi
veriler, deri yoluyla, hava yoluyla veya su ve gida ile
girebilecekleri hayvan ve insan viicutlarina niifuz
ettiklerini gostermektedir (Krysanov ve ark., 2010).
NP’ler sadece pulmoner sistemler gibi temas
yerlerinde degil, ayn1 zamanda fizyolojik bariyerlere
niifuz edebilir ve béylece kardiyovaskiiler sistemler
ve beyin gibi sistemik organlarda olumsuz etkilere
neden olabilmektedirler (Chen ve ark., 2016) . Suda
yasayan organizmalarla yapilan deneylerle, bir
ortamda  NP’lerin  varligmin  dogurganligin
azalmasma, fizyolojik degisikliklere, davranis
anormalliklerine ve 6lim oraninin artmasina neden
oldugu gosterilmistir (Krysanov ve ark., 2010).
Xiong ve arkadaglar1 (2011) nano Slgekli titanyum
dioksit (TiO,) ve ¢inko oksitin (ZnO), zebra baliginda
akut toksisitesi ve oksidatif etkilerini arastirmiglardir.
TiO2 NP'lerinin (96 saatlik LCso, 124,5 mg/L) akut
toksisitesi esasen toksik olmayan TiOz'den daha fazla
bulunmustur. 5 mg/L ZnO NP'lerine ve ZnO'ya maruz
kalan baliklarin  karacigerindeki malondialdehit
seviyeleri yiikselmistir (kontrol gruplarina gore
sirastyla %204.2 ve %286.9'u). Ek olarak, bagirsak
dokulari, NP siispansiyonlarina maruz kaldiktan
sonra oksidatif etkiler sergilemistir (Xiong ve ark.,
2011).

Chen ve arkadaglar1 (2012) yaptiklar1 caligmada
graphene oxide (GO) konsantrasyonu 50 mg/L'ye
ulastiginda zebra balii embriyolarinda hiicre
biiyiimesini inhibe ederek zebra balig1 igin potansiyel
gevresel riske sahip oldugu goriilmiistiir (Chen ve
ark., 2012).

Paital ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢calismada tatl
SU baligi Anabas testudineus, GO'nun neden oldugu
toksik etkileri degerlendirmek i¢in model balik olarak
kullanilmigtir. Sonuglar, GO'nun, artan lipid peroksit
birikimi, enzim aktivitesi, azaltilmis toplam kirmizi
kan hiicresi say1s1 ve protein seviyesi degisiklikleri ile
kanitlanan, tatli su baliklarinda hiicre ve mitokondri
icinde oksidatif stresi indiikleyebilecegi ortaya
konmugtur (Paital ve ark., 2019).

Zebra balig1 erken embriyogenezinde fulleren Cgo Ve
Crn'in  embriyotoksisitesi  ve  genotoksisitesi,
embriyolardaki malformasyonlarda 6nemli artis ve

yiiksek fulleren konsantrasyonlarinda (200 pg/L)
6lim meydana getirmistir. Ayrica, modifiye
edilmemis fullerenlerin, hidroksillenmis
varyantlardan daha toksik oldugu bulunmustur
(Krysanov ve ark., 2010).

Yalsuyi ve Vajargah (2017)’'in farkli giimiis
nanopargacik konsantrasyonu araliginda 24, 48, 72,
96 saatlik akut toksisite caligmasi sonucu, Kizilgoz
Balig1 (Rutilus rutilus) icin Ag NP toksisitesi (6.590
ml/L) ile Japon Baligi (Carassius auratus) (11.2
ml/L) ile karsilastirildiginda, o6nemli bir fark
oldugunu goéstermistir. Ayrica sonuglar Ag NP’lerin
balik tiirleri i¢in oldukga toksik oldugu belirtilmistir
(Yalsuyi ve Vajargah, 2017).

Ates ve arkadaslart (2013) disik ve yiiksek
konsantrasyonlarda TiO, NP’lere maruz kalmanin
Japon balig1 (Carassius auratus) tizerindeki 6liimciil
etkilerini  arasturmuslardir.  TiOz NP birikimi
bagirsakta 42.71 ppb'den 110.68 ppb'ye ve japon
baliklarinin  solungaclarinda 4.10 ppb'den 9.86
ppb'ye, artan maruziyet dozu ile 10 mg/L'den 100
mg/L TiO, NP'lerine yiikseldigi bulunmustur. Baligin
kaslarinda ve beyninde Onemli bir birikim tespit
edilmedigi bildirilmistir (Ates ve ark., 2013).
Jovanovic ve arkadaslar1 (2011) yaptiklart ¢alismada,
zebra balig1 embriyolarina, tasarlanmig
nanopartikiilleri (TiO2 ve hidroksillenmis
fullerenler/Ceo(OH)24) sublethal dozda otik vezikiil
icine enjekte etmislerdir. NP’lerin  genlerin
ekspresyonunu degistirme potansiyelini belirlemek
icin enjekte edilen ve kontrol embriyolari iizerinde bir
dizi analiz yapilmistir. Analizler sonucunda
sirkadiyen ritim, kinaz aktivitesi, vezikiiler tagima ve
bagisiklik tepkisinde yer alan genler iizerinde gen
regiilasyonu iizerinde Onemli etkiler gézlenmistir
(Jovanovic ve ark., 2011).

Bazi balik tiirlerinde metalik NP'ler ¢6ziinmiis
formlardan daha toksik olabilmektedir. Gen¢ zebra
baliklarinda, bakir (Cu) NP'ler igin 0.71mg/L'de ve
¢oziinmiis Cu i¢in 1.78 mg/L'de LCso'ye ulastlmistir.
Bu NP'lerin akciger toksisitesi, doku elementlerinin
bozulmasi, Na+/K+ ATPaz inhibisyonu ve oksidatif
stres gibi 6liimciil olmayan etkilere neden oldugunu
gostermektedir. Nanometallerden kaynaklanan organ
patolojileri, solungag, karaciger, bagirsak ve beyin
gibi ¢esitli organlarda bulunabilmektedir (Shaw ve
Handy, 2011).

Imani ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 ¢aligmada i¢
grup, 0.1 mg/l Ag NP soliisyonu (T1), 0.2 mg/l Ag
NP (T2) ve 0.4 mg/l Ag NP (T3) verilen gokkusagi
alabaliklarin1 (Oncorhynchus mykiss) ve kontrol
grubunu igermektedir. Deneyin dordiincii ve sekizinci
giinlerinde, kirmizi kan hiicreleri (RBC)'lerin ve
beyaz kan hiicreleri (WBC)'lerin degerleri tiim
tedavilerde kontrol grubundakilerden daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir. Sekizinci giinde T3 grubundaki
hemotokrit (Hct), kontrol grubuna gore daha diisiik
degerler gostermistir. Tk kan 6rneklemesinde T2 ve
T3 gruplarinda hemoglobin (Hb) konsantrasyonlar1
kontrol grubuna goére daha yiiksek olmasina ragmen,



T3 grubu igin ikinci drneklemede Hb degerlerinde
kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis gdzlenmistir.
Karaciger enzimlerinin (ALT, AST, ALP ve LDH)
konsantrasyonlari, tim tedavi gruplarinda kontrol
grubundakilerden daha yiiksek bulunmustur. Sonug
olarak, Ag NP’lerin gokkusagi alabaliginin
hematolojik parametrelerinde 6nemli degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir (Imani ve ark., 2015).
Daphnia magna veya Thamnocephalus platyurus gibi
kabuklular da NP'lerin potansiyel zararli etkilerini
test etmek i¢in, bazen karsilik gelen metal
toksisiteleriyle  karsilagtirildiginda  kullanilmustir.
Daphnia magna'da giimiis nitrat (AgNO3) esas olarak
iremeyi etkilemistir ve 20 nm Ag NP'ler biiylimeyi
etkilemistir (Zhao ve Wang, 2010).

Kachenton ve arkadaslart (2019) yaptiklar
calismada, histopatolojik inceleme ile Ti NP'lerin 24
saatlik LCsq'sini belirleyerek, dogal su kaynaklari igin
tehlikeli etkileri temsil eden su canlilar1 izerindeki Ti
NP toksisitelerini aragtirmiglardir. Model olarak tuzlu
su karidesi (Artemia salina) secilmistir. On yetiskin
A. salina, t¢ grup halinde gesiti Ti NP
konsantrasyonlart1 ile 24 saat boyunca oda
sicakhiginda inkiibe edilmigtir. A. salinamm 6lim
sayisi kaydedilmis ve LCso degeri hesaplanmuistir.
LCso sonucu 1693,43 mg/L bulunmustur. Daha sonra,
%25 LCsp Ti NP ile 24 saat inkiibasyondan sonra
canlilar segilerek A. salina’nin histopatolojik
incelemesi yapilmistir. Doku isleme, kesit alma ve
hemotoksilen eozin (H&E) ile boyanan prepratlar 151k
mikroskobunda incelenmistir. Histopatoloji, bagirsak
yolu boyunca Ti NP okliizyonunu ortaya koymustur.
Epitel hiicreleri hiperplazi, villus deformasyonu,
diizensiz dizilim, siddetli 6dem ve nekroz alani gibi
anormal morfoloji gostermistir (Kachenton ve ark.,
2019).

NP’lerin karakterizasyonu, uygulamalari,
absorpsiyon ve toksikoloji ile ilgili aragtirmalar igin
6nemli bir husustur. NP’lerin matriks, analit,
konsantrasyon, karmasiklik ve dogal 6zellikleri
temelinde karakterizasyonu igin farkli ydntemler
kullanilmaktadir. NP’lerin ¢esitli karakterizasyon
yontemleri rapor edilmis ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. NP’lerin karakterizasyonu boyut ve
sekle gore ayirma yontemlerine dayanmaktadir.
Ayirma yontemi i¢in kullanilan ilk teknikler
santrifiijleme ve ultrafiltrasyondur. Ancak bu
yontemler boyutu 10 nm'den kiiciik NP’ler ig¢in
kullanilamamaktadir. HPLC, en giivenilir ayirma
yontemidir. Bu asamadan sonra istenilen NP'ler
iizerinde jel elektroforez ve kapiler elektroforez
yapilmaktadir (Lopez-Serrano ve ark., 2014).
Mikroskopi, standart malzeme ile herhangi bir
karsilastirma yapmadan istenen NP’lerin seklini,
boyutunu ve partikiil agregasyonunu belirlemek i¢in
kullanilmaktadir ~ (Daniel ve  Astruc, 2004).
Spektrometrik yontemler, NP’lerin karakterizasyonu
icin en yaygm kullanilan yontemdir. UV-VIS
spektrometrisi, partikiil agregasyonu ve ortalama

partikiil boyutu temelinde NP’lerin arastirilmasinda
kullanilmaktadir (Overbeck ve ark., 2008).

NP’lerin  risk  degerlendirmesinde iki metot
kullanilmaktadir. Bunlardan ilki maruziyet verileri
kullanilarak yapilan nicel risk degerlendirmesi
ikincisi ise maruziyet verilerine ulasma olanagi
bulunmayan durumlarda yapilan nitel risk
degerlendirmesidir (Filazi ve Simsek, 2022).
NP’lerin cevresel risk degerlendirmeleri ¢gogunlukla
tim risk faktorlerini dikkate almayan standart
laboratuvar kosullar1 altinda gerceklestirilmektedir.
Ancak NP’ler kagmilmaz olarak ¢evrede karmasik
ortamlara maruz kalmaktadir. NP’lere dayali giivenli
tirtinlerin tasarimi igin fizikokimyasal 6zellikleri ile
toksisite arasindaki iligkinin temelden anlasilmasi
o6nemlidir (Du ve ark., 2020).

SONUC

Dogal yoldan olusan NP’ler az olustuklari igin ¢evre
ve sucul canlilar i¢in bir tehdit olusturmamaktadir.
Ancak NT’nin glinden giine 6nem kazanmasiyla NP
cesitlerinin ve iiretimin artmastyla iiretim esnasinda
veya sonrasinda atik olarak g¢evreye salinmasi ve
standart atik su aritimida NP’ler igin bir aritma
olmamas1 nedeniyle sucul ortama ge¢mektedirler.
Nanometre boyutunda olduklart igin canlilarin
viicuduna ve hiicrelere kolaylikla gegebilmektedirler.
Gida zincirindeki canlilara gegme olasiligi nedeniyle
insanlar i¢inde bir risk faktdrii olmaktadirlar. Bu
nedenle iiretimi ve atik olarak bertarafi denetlenmeli
ve belirli kurallara baglanmalidir.

Cikar Catismasi

Yazarlar, bu makalenin derlenmesi, yazarligi ve/veya
yayinlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir potansiyel
¢ikar ¢atigsmasi beyan etmemektedir.

Yazar Katkilan

Plan, tasarim: IS, OK; Gere¢, yontem ve veri
toplama: 1S, OK; Veri analizi ve yorum: IS, AF;
Yazim ve elestirel degerlendirme: IS, AF.
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oz

Amac: Bu derleme giliniimiiz hayvanciliginda yaygin olarak kullanilan silajlarm bozulmasini dnlemek i¢in kullanilan katk:
maddelerine farkli bir alternatif olarak tanen kullanimiin fermentasyon kalitesi ve hayvan besleme iizerine etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmigtir. Tanenler, polifenolik bilesikler olup mazi, mege, kestane, kolza, bakla ve sorgum gibi
yemlerde bulunabilen karakteristik koku, buruk tadi, saridan beyaza farkli renklerde dogal bilesiklerdir. Milattan 6nce 1500
yilindan gliniimiize tiptan gidaya kadar gesitli alanlarda kullanilmiglardir. Antidiyaretik, antiseptik, antihelmintik etkileri
disinda en bilinen 6zelligi proteinlerle bilesik olusturmasidir. Silolanacak yemin protein/su oraninin yiiksek olmast
silolamay1 zorlastirmakta ve fermentasyonu olumsuz etkilemektedir. Yiiksek protein, proteolizis nedeniyle Silajlarda laktik
asit olusumunu azaltacak ve istenilen pH degerine ulagilamayacaktir. Tanenlerin proteinler ile bilesik olusturarak silajlarda
proteolizisi 6nleyebilecegi ve proteinlere by-pass 6zellik kazandirabilecegi diistiniilmektedir. Boylelikle rumeni gegen
proteinler ince bagirsakta sindirilerek yararlanimi artacaktir. Ayrica ruminantlarin iirettigi metan gazi canlinin briit enerjiden
kay1ip olusturmakta ve sera gaziyla kiiresel 1sinmaya katkida bulunmaktadir. Tanenler, metan gazinin azaltilmasi ve atilan
amonyagin bertaraf edilmesinde kullanilabilecek bir alternatif olarak diisiiniilmektedir. Sonug: Silajlarda tanen kullanimi,
ozellikle yiiksek proteinli yemlerin silolanmasini kolaylastirabilir, kalitesini artirabilir hayvanlarin besin madde ihtiyaglari
daha iyi karsilanabilir. Kaba yemlerin saklama kosullarimi iyilestirebilir. Tanen igeren yemleri tiiketen hayvanlarin metan
iretimi azaltilarak yenilik¢i bir beslenme yontemi saglanabilir. Amonyagin bertaraf edilmesinde dogal bir yaklagim olabilir.
Anahtar Kelimeler: Tanen, Silaj, Proteolizis, Hayvan Besleme.

The Usage of Tannins to Silages and Animal Nutrition Practices
ABSTRACT
Objective: This review was made to determine the effects of using tannin on the fermentation quality and animal nutrition
as a different alternative to the additives used to prevent the spoilage of silages, which are widely used in today's livestock.
Tannins are polyphenolic compounds and are natural compounds with a characteristic odor, acrid taste, and different colors
from yellow to white, which can be found in feeds such as gallnut, oak, chestnut, rapeseed, broad bean and sorghum. They
have been used in various fields from medicine to food since 1500 BC. Apart from its antidiarrheal, antiseptic and
anthelmintic effects, its most well-known feature is that it forms compounds with proteins. The high protein/water presence
of the feed to be ensiled makes ensiling difficult and affects fermentation negatively. High protein will reduce lactic acid
formation in silages due to proteolysis and the desired pH value will not be reached. It is thought that tannins can form
compounds with proteins and prevent proteolysis in silages and provide by-pass properties to proteins. Thus, the proteins
that pass through the rumen will be digested in the small intestine and their utilization will increase. In addition, methane
gas produced by ruminants causes loss of gross energy and contributes to global warming with greenhouse gas. Tannins are
considered as an alternative to reduce methane gas and dispose of waste ammonia. Conclusion: The use of tannin in silages
can facilitate the ensiling of high protein feeds, increase their quality, and meet the nutrient needs of animals better. It can
improve the storage conditions of roughage. An innovative feeding method can be provided by reducing the methane
production of animals that consume tannin-containing feeds. It can be a natural approach to the disposal of ammonia.
Keywords: Tannin, Silage, Proteolizis, Animal Nutrition.
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GIRiS

Insanoglu, varolusunun ilk zamanlarindan beri
yasadigi c¢evrenin cesitli bitki, kabuk ve koklerini
kullanarak farkli ilaglar tretmistir. Elde ettikleri
dogal bilesikleri farkli alanlarda kullanarak tiiretmis
ve giinimiize kadar gelistirerek ulasmalarin
saglamislardir. Bunlarin arasindan bazi organik
bilesikleri av hayvanlarinin derilerini sekillendirmek
ve tabaklama islemi i¢in kullanmiglardir. Zamanla bu
bilesiklerin hayvan yaglar1 ve beyin gibi kisimlarinin
da  korunarak  saklanmasini  kolaylastirdigim
kesfetmislerdir. ilk yaygm kullanim alanlarindan
dolay1 bu dogal kokenli polifenoller anlami
‘Tabaklama Bilesigi’ olan Fransizca ‘Tanin’, olarak
adlandirilmisg, Tiirkgeye de ‘Tanen’ olarak ge¢mistir
(Khanbabaee ve van Ree, 2001).

Tanenler dogal olarak kestane, mese, divi-divi,
quebracho gibi agaclarda, sumak gibi bitkilerde ve
daha bir¢ok bitkinin kdk, yaprak ve yumrularinda
degisik  konsantrasyonlarda bulunur. Tanenler
bitkinin kendini enfeksiyonlara, haserelere ve
otoburlara kars1 biyolojik bir koruma yontemi oldugu
bilinmektedir (Haslam ve Cai, 1994). Kendine has bir
kokusu, buruk bir tadi olan, saridan beyaza farkli
renklerde elde edilebilen dogal bir bilesiktir
(Khanbabaee ve van Ree, 2001). Tanenler, ¢emen
otu, korunga, baklagiller, sorgum gibi kaba yem
olarak kullanilabilecek bircok yem bitkisinde de
bulunmaktadir (Akbay ve ark., 2020; Huang ve ark.,
2022).

Milattan 6nce 1500 yilindan beri deri endiistrisinden
gida ve ilag sektoriine kadar bircok alanda
kullanilmakta olan tanenler, 6zellikle Cin ve Japon
tibbinda biiyiik bir yer tutmaktadir. ishal olgularinda
bliziici, agir metal zehirlenmelerinde ¢oktiiriicii
olarak, anti inflamatuar, antiseptik ve hemostatik
etkilerinden dolayr gastrointestinal  tlimorlerin
tedavisinde siklikla bagvurulan farmakolojik bir
ajandir (Yoshida ve ark., 1991; Haslam ve Cai, 1994;
Khanbabaee ve van Ree, 2001). Yiiksek antioksidan
ozellikleri sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser ve osteoporoz gibi oksidatif strese bagl
hastaliklarin tedavi ve 6nlenmesinde kullanilmaktadir
(Szczurek, 2021).

Yakin zamanda yapilan c¢aligmalar geleneksel Cin
tibbinda kullanilan bazi tanen tiirlerinin anti-
inflamatuar, anti-fibrotik, anti-mikrobiyal, anti
diyabetik 0Ozelliklerinden dolayr akciger kanseri
tiirlerinde kullanilabilecegini savunmaktadir
(Rajasekar ve ark. 2021). Ogzellikle yesil gay
tanenleri, kakao likorli, liziim ¢ekirdegi, kizilcik,
sorgum kepegi, kabuk tar¢in, nar yapragi, Hint
bogiirtleni ve Cin mazisinin akcigerde kanser 6nleyici
etkileri oldugunu bildirilmistir. Sonuglar, tanenlerin
apoptozu, ¢ogalmayi, metastazi ve anjiyogenezi
kontrol eden bir¢ok sinyal yolunu ve gen ifadesini
hedefleyerek etki ettigini gostermektedir. Deneysel
akciger kanseri tedavilerinde kullanilan tanenler iyi
potansiyellerine ragmen, gastrointestinal
absorpsiyonun zayiflig1, biyotransformasyon alaninin

genisligi, idrar ve diskiya hizla atilmasi ve yiiksek
tanen aliminin olast olumsuz etkileri nedeniyle klinik
kullanimlar1  sinirhidir. ilerleyen zamanda tanen
etkinligini arttirilmasi igin adjuvantlarin gelistirilmesi
ve etkinliklerinin artirilmast  i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ oldugu belirtilmigtir (Rajasekar
ve ark., 2021; Rajasekaran ve ark., 2021).
Tiirkiye’de yabani olarak 20 kadar mazi1 mesesi tiirii
bulunmaktadir. Bu maz1 tiirlerinin tanen igerigi %50-
70 oraninda degismektedir. Tanenler tedavide
antidiyaretik, antiseptik ve nadiren hemostatik olarak
kullanilmasinin yani sira, boya endiistrisinde ve
derilerin tabaklanmasinda da kullanilirlar. Bati
Anadolu’da yetisen bazi mese (Quercus) tiirlerinin
dallar1 {izerinde meydana gelen pamuk mazis1 %22,
mese kabuklar1 da %10-20 oraninda gallik asit taneni
icermektedir. Bakir, kursun tuzlar1 ve alkaloidlerle
zehirlenmelerde, hastaya mese kabugu veya mazi ile
hazirlanmis infiizyonlarin igirilmesinin tanenlerin bu
maddeleri baglayici ve emilimlerini dnleyici etkileri
oldugu belirtilmistir. Mege tiiriiniin meyveleri olan
palamutlar yaklasik %10 oraninda gallik asit taneni
icerir. Pelit ismi de verilen palamutlardan hazirlanan
%5-10’luk konsantrasyonlar peklik yapict olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Tiirkiye’de bulunan 25
kadar sogiit agac tiirliniin kabuklarinin kurutulmast
ile %15  konsantrasyonunda  tanen  elde
edilebilmektedir (Aydin ve Ustiin, 2007).

Birka¢ biiyliik alt sinifi olan tanenler icerisinde
kondanse tanenler, ¢cogunlukla bitkilerin yaprak ve
govde kisminda bulunmakla birlikte beyaz yonca ve
kirmizi yonca gibi bazi yem bitkilerinin sadece
cicegin ta¢ yapraklarinda bulunur. Hidrolize olabilir
tanen konsantrasyonu yem bitkilerinde daha
distiktir. Daha yiiksek miktarlarda, tropikal
bolgelerdeki agag¢ yapraklarinda ve g¢ali tiirii
bitkilerde bulunur. Tannik asit, hidrolize olabilen
tanenler sinifina ait gallotanenlerden biridir. Cay,
kakao, fasulye, tiziim ve ¢ilek gibi birgok meyve ve
sebzede ¢ok¢a bulunmaktadir. Tannik asit ayni
zamanda genel olarak giivenli oldugu kabul edilen
gida katki maddesi adiyla (GRAS;Generally
Recognized as Safe) siniflandirilmaktadir (Akiyama
ve ark., 2001).

Bitkilerin icerdikleri tanenler etkin
konsantrasyonlarda sindirim kanali  parazitleri
tizerine direkt etkilerini larval gelisimi engelleyerek
indirekt etkilerini ise rumende proteinlere baglanarak
ve  mikrobiyal yikimlanmay1 engelleyerek
gerceklestirmektedir. Tanen ihtiva eden yemlerle
yapilan besleme konak immiinitesini, parazitlerinin
sayisinin  azaltarak gelistirebilecegi, bu nedenle
hayvanlarin  performansinda artis  gosterecegi
diigiindiirmektedir (Min ve Hart, 2003). Tanen igeren
yemlerin hayvanlarda nematodlarin yagam siklusunu
kirabilecekleri, otlaklarin  enfektif larvalarla
kontaminasyonunu azaltabilecekleri, dolayisiyla
ruminantlar i¢in i¢ parazit kontroliinde antihelmintik
ilag kullanim sikligini azaltabilecegi varsayilmaktadir
(Min ve ark., 2003).



Bu derlemede tanenlerin ge¢misten giiniimiize
hayatimizda hangi sartlarda bulundugunu, tanenlerin
siiflandirilma ¢aligmalart vurgulanmistir. Ayrica
ilkemiz hayvanciliginda kaba yemin silolanma
kosullarinin iyilestirilmesinde dogal bir koruyucu
madde olan tanenin kullanimi1 ve faydalar
degerlendirilmistir.

GENISLEME
Tanenler
Giiniimiizde ¢esitli tanen bilesikleri izole edilerek
siiflandirilmaya c¢alisilmistir. Griffiths, tanenlerin
1000 D ile 20000 D’ye kadar degisen farkli molar
kiitlelerde  bulunan  ‘makromolekiiler  fenolik
bilesikler’ olarak tanimlamis, hidrolize olabilen ve
kondanse (yogunlastirilmig) tanenler olarak iki grupta
smiflandirmistir (D’Mello ve ark., 1991). Fakat bu
tanimlama molekiiler agirligit 1000 D’nin altinda
bulunan monomerik tanenleri kapsamadigt igin
kismen eksik  bir gruplandirma olarak
disiiniilmektedir. Fenolik bilesikler sinifina dahil
olan tanenler 500 ile 20000 D araliginda bir molekiil
agirligma sahiptirler (Aydin ve Ustiin, 2007).
Yapu itibart ile tanenler, farkli karbonhidrat tiirleri ve
canli hiicreleri gibi makromolekiiller ile kompleks
yapilar olusturmasina olanak saglayan hidroksil
gruplart tagiyan aromatik halkalar icermektedirler. Bu
kimyasal aktivite protein tabiatindaki yapilar ile
bilesikler olugturarak c¢okeltilmesini saglamaktadir
(Szczurek, 2021).
Fenolik bitki materyalleri i¢inde ligninlerden sonra en
fazla bulunan ikinci gruptur. Cok sayida fenolik
hidroksil grubu igermeleri, esas olarak proteinlerle
daha az 6lgiide de seliiloz ve pektin gibi diger makro
molekiillerle biiyiik kompleksler olusturmalarini
saglar (Bhat ve ark., 1998).
Tanenler birgok mikroorganizmanin biiyiimesini
engeller, mikrobiyal yikimlanmaya ve biyolojik
bozunmaya kars1 direnglidirler. Kondanse tanenler,
hidrolize olabilen tanenlere gore mikrobiyal
bozunuma karst daha direnglidir ve gesitli
mikroorganizmalar i¢in toksiktir. Bu nedenle tanenler
glirtik¢lil mikroorganizmanin biyolojik pargalayici
enzimlerine kargt direng gosterdigi icin organik
maddelerin bozulma hizimi diistirtir (Scalbert, 1991).
Haslam, bu bitkisel polifenolleri biri galloil,
heksahidroksi-difenoil esterleri ve bunlarin tiirevleri
digeri yogunlastirilmis proantosiyanidinler olmak
iizere iki ana grup altinda incelemistir. Galloil ve
heksahidroksidifenoil esterleri ve bunlarin tiirevlerini
birkag genis alt kategoriye bolmiistiir;

1) Basit esterler

2) Depsid metabolitleri (singalotaninler)

3) Heksahidroksidifenoil ve dehidroheksa-

hidroksidifenoil esterler (syn-ellagitanninler)

a) d-glukozun 4 C1 konformasyonu

b) d-glukozun 1 C4 bigimi

c) d-glukozun "agik zincirli" tiirevleri

4) Monomerlerin  oksidatif  baglanmasiyla
olugturulan dimerler ve yiiksek oligomerler (Haslam
ve Cai, 1994).

Tanen fiizerine yapilan c¢aligmalar dogada yapisal
olarak muazzam farkliliklar tasidiklarini
gostermektedir. Giinlimiize kadar bu konuda
aragtirma yapan bilim insanlar1 kendi c¢aligmalari
dogrultusunda tanenleri siiflandirmaya
caligmiglardir. Bunun sonucunda aslinda yapilacak
olan smiflandirmanin tanenlerin belirli yapisal ve
kimyasal  Ozelliklerine  gore  sistematik  bir
siniflandirma sisteminin ileri ¢aligmalar i¢in daha
verimli olacagi diigiiniilmektedir. Pek ¢ok tanen
tiriiniin su veya tanaz ile islemden gegirilerek
hidrolitik olarak bilegenlerine ayrigsabilmesi bulgusu
bu tiir tanenlerin hidrolize olabilen tanenler olarak
adlandirilmasina  sebep  olmustur.  Hidrolize
edilemeyen oligomerik ve polimerik
proantosiyanidinler ise kondanse(yogunlastirilmis)
tanenler olarak siniflandirilmistir. Bu durum hidrolize
edilebilen tanenler siifinda hem gallotanenlerin hem
de ellagitanenlerin bulunmasina neden olmustur
(Kashiwada ve ark., 1992; Khanbabaee ve van Ree,
2001).
1985 yilinda monomerik ellagitaninlerin karakteristik
yapisal elemani olarak kabul edilmis olan
heksahidroksifenoil (HHDP) ve C-glikozidik katesin
birimlerini i¢eren tanenler tanimlanmistir (Nishimura
ve ark., 1986; Nonaka ve ark., 1985). Bu nedenle
ellagitaninler sahip olduklar1 poliol birimi ile bir
bagka C-C eslesmesi nedeniyle tamamen hidrolize
olmazlar.

Tim bu yapisal farkliliklar g6z Oniine alindiginda

tanenler, kimyasal yapilarina gére 4 ana grupta

siniflandirilabilir.

1. Gallotanenler:  Galloil  birimlerinin  veya
bunlarin  meta-depsidik tiirevlerinin  gesitli
poliol, katesin veya triterpenoid birimlerine
bagli oldugu tiim tanenlerdir.

2. Ellagitanninler: En az iki galloil biriminin
birbirine C-C bagli oldugu ve glikozidik olarak
bagli bir katesin birimi igermeyen tanenlerdir.

3. Kompleks tanenler: Bir katesin biriminin bir
gallotanin veya bir ellagitanin  birimine
glikozidik olarak baglandigi tanenlerdir.

4. Kondanse-yogunlagtirilmig  tanenler: Bir
katesinin  C-4'linlin  sonraki  monomerik
katesinin C-8 veya C-6's1 ile baglanmasiyla
olusturulan oligomerik  ve polimerik
proantosiyanidinlerdir (Khanbabaee ve van Ree,
2001).

Silajlar ve hayvan beslemede kullanimi

Kar amaci tasiyan herhangi bir hayvancilik

isletmesinin en énemli gideri yem gideridir. Ozellikle

ruminant beslemede dengeli ve ekonomik olarak
hazirlanan rasyon, isletmenin karliligint dogrudan
etkilemektedir. Toplam giderler igerisinde yem
giderleri  kimi durumlarda %70-90 diizeyinde
olabilmektedir. Karliligin arttirllmasit i¢in yem
giderlerinin diisiiriilmesi gerekmektedir. Ozellikle



kaba yemin fazla, kaliteli ve ucuz oldugu durumlarda
ruminantlari sadece kaba yem ile beslemek miimkiin
olabilmektedir ~ (Yaylak ve Kaya, 2001).
Hayvanciligin temel felsefesi insanlar tarafindan
dogrudan degerlendirilemeyen sap, kavuz, cali gibi
kaba yem kaynaklarini kullanarak hayvansal iiriin
iretmektir. Organik hayvancilik fikrinin  ¢ikis
noktalarindan birisi de bu temel {izerine kurulmustur
(Toli ve ark., 2020).

Kaba yem agirlikli  besleme  modellerinin
gelistirilmesinin bir diger ana sebebi kesif yemde
kullanilan protein kaynaklar1 ile bircok yem ham
maddesi ve yem katki maddelerinin denizagirt
iilkelerden ithal edilmesidir. Déviz kurlarma bagh
olarak kesif yemin birim fiyatin1 arttirmakta,
dolayisiyla hayvanciliktaki karlilig1 azaltmaktadir.
Tirkiye’de kaba yem iiretiminin yetersizligi ve
kalitesinin diisiik olmasi konsantre yemlere olan
ihtiyaci artirmakta, bu durum da iiretim maliyetlerinin
yiikselmesine yol agmaktadir.  Ulkemizin bazi
bolgelerinin kurak iklime sahip olmasi, bolgelerin
aldig1 yagis rejimindeki diizensizlikler, mera yonetim
problemleri, asir1 otlatma, meralarin orta ve diisik
kaliteden ileriye gidememesine neden olmaktadir.
Tilim bunlar ele alindiginda sinirli zaman araliginda
siirll bolgelerden elde edilen kaliteli kaba yemin
yilin her zamaninda ulasilabilir olmasi i¢in gesitli
konserve yontemlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bunun
bir yolu yemlerin silolanmasidir. Diger yandan silaj
materyali olarak kullanilarak hem yemin besin madde
degerlerinin yiikseltilmesi, hem de probiyotik 6zellik
kazandirilmasi mimkiindiir. Yemlerin silolanmasi,
yemi olumsuz hava kosullarindan korumak, mevsim
disinda da tiikketimini saglamak, hasat sonrasinda
kurutmaya nazaran daha az besin madde kaybi
goriilmesi gibi nedenlerle gokga tercih edilen bir
uygulamadir (Bolsen ve ark., 1996; Coblentz ve
Akins, 2018).

Silolama islemi, yem materyalinin su ve protein
miktarinin  fazlaligs gibi nedenlerden dolay1
zorlagmaktadir. Bu durum diizgiin bir fermentasyon
gelisimini  engellemektedir.  Ozellikle protein,
mikroorganizmalar tarafindan pargalanarak
(proteolizis) pH diisiisiinii engeller ve laktik asit
iiretimini distrir (Jayanegara ve ark., 2019).
Proteinlerin yikimlanmasi, bitki ve bitki ile birlikte
gelen mikroorganizmalarin enzimleri etkisi ile
proteaz ve peptidaz aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir (Carpintero ve ark., 1979). Bitki
proteinini c¢ogunlukla protein tabiatinda olmayan
azotlu bilesiklere (NPN) doniistiiriir. Bu durum, yem
tiiketimini olumsuz etkilerken, tiiketilen kaba yemde
fazla miktar azot bulunmasina neden olur (Huhtanen
ve ark., 2008). Silajin protein i¢eriginin pargalanarak
amonyak  serbestlesmesi  sonucunda  rumen
mikrofloras1 olumsuz etkilenir, fazla amonyak daha
fazla iire seklinde idrar ile atilarak cevre kirliligini
arttirir (Dijkstra ve ark., 2013).

Silolama sirasinda olusan proteolizis ile birlikte
salman amonyum fermantasyon yoluyla gelismesi

gereken pH diisiisiinii engeller, silajin tamponlama
kapasitesi artar, yeterli pH dislisii saglanamaz
(Ohshima ve McDonald, 1978). Bu nedenle kaba
yemleri silolama sirasinda protein hidrolizinden
korumak i¢in ekonomik ve etkili uygulamalara
ihtiya¢ duyulmakta, bu uygulamalarla by-pass protein
seviyesinin de arttirmasi beklenmektedir (Rinne ve
ark., 2009).

Tanenler, birgok bitkide proteini bozulmaya karsi
koruyan bir grup dogal maddedir (Mueller-Harvey,
2006). Tanenler ile proteinler arasindaki bu etkilesim,
tanenlerle proteinlerin arasinda baglarin kurulmasini
kolaylastiran ¢oklu fenolik hidroksil gruplarinin
varligiyla agiklanmaktadir. Bu baglarin  yapisi,
bitkinin dogal yapisi, molekiiler agirligi, izoelektrik
noktasi, tersiyer yapilar ve baglanma noktalarinin
uyumlulugu agisindan farkliliklar gostermektedir
(Reed, 1995). Bu veriler tanenin rumende proteinlerin
yikimimi engelleyici bir koruma olusturacagini
diisiindiirmektedir (Waghorn ve ark., 1987; Yuxi
Wang ve ark., 1994). Tanenler farkli kimyevi
ozellikler ~ ve  konsantrasyonlarda  proteinleri
baglayarak rumenden bozulmadan ge¢mesini saglar.
Fakat bu durum ince bagirsakta sindirim ve emilime
engel olmamaktadir (Yuxi Wang ve ark., 1994). Bu
nedenle tanenler silajlarin  protein igeriginin
korunmas: igin potansiyel bir katki maddesi olarak
distiniilmelidir.

Tanenlerin, ruminantlarda rasyon proteininin
rumende meydana getirecegi bozulmaya karsi
koruyucu etki gosterdigi ve ince bagirsakta amino asit
emilimini arttirdig: bildirilmistir (Barry ve McNabb,
1999).

Fakat belirli yogunlugun iistiinde kullanilan tanenler
lif ve protein sindirimini olumsuz etkilemektedir. Bu
durum tanenlerin farkli yogunluklarda tripsin ve alfa
amilaza olan etkileri ile agiklanmaktadir. Tanenler
orta yogunlukta (Kuru maddenin (KM) %2-4,5)
kullanildiginda olumlu etkiler gosterebilirken yiiksek
yogunlukta (KM’nin %5 ve iizeri) kullanildiginda
yem alimini ve verim 6zelliklerini diisiirebilmektedir.
Bununla birlikte etkileri de tanenlerin farkli kimyasal
yapilar1 nedeniyle degiskenlik gdosterebilmektedir
(Hervas ve ark., 2003; B. R. Min ve ark., 2002).
Hidrolize tanenler kimyasal yap1 itibar1 ile
merkezinde karbonhidrat (genellikle D-glukoz) ve
fenolik gruplarla esterlesmis hidroksil gruplari
barindirirlar. Zayif asitler, zayif bazlar, sicak su veya
tannaz gibi enzimler ile baglarindan koparilarak
hidrolize olabilirler. Sonug¢ olarak karbonhidrat ve
fenolik asite ayrisirlar. Hidrolize tanenler bitkilerde
genellikle meyve tohumlarinda bulunurlar, fakat
konsantrasyon itibar1 ile diisiik seviyededirler.
Ruminantlar sahip olduklart ruminal mikrofloranin
enzimatik iglevleriyle ve gastrik sindirimle tanenleri
yikimlayarak daha diisiik molekiil agirlikli, emilebilir
toksik metabolitlere ayristirirlar. Yikimlanma sonucu
gallik asit, pirogallol, floroglusinol olusur. Bu
metabolitler ruminal mikroorganizmalar tarafindan
asetat ve biitirata doniistiiriiliirler. Cok fazla miktarda



¢Oziinme metabolit miktarini arttirir ve zehirlenme
vakalar1 goriilebilir. Dogal olarak zehirlenme

genellikle hidrolize olabilir tanenlerden
kaynaklanmaktadir (Bhat ve ark., 1998; Goel ve ark.,
2005).

Hidrolize  tanenler, kondanse tanenler ile

karsilagtirildiginda hayvan performansi {izerindeki
olumsuz etkileri oldugu diisiiniildiigtinden silajlarda
yaygin olarak kullanilmamaktaydi (Beauchemin ve
ark., 2008). Fakat bu etkiler; tanenin ¢esidine,
konsantrasyonuna, hayvanm tiirline, hayvanin
fizyolojik durumuna, yasina, rasyonun igerigine bagl
olarak degistigi ifade edilmistir (Kamalak, 2007).
Bununla birlikte yapilan son ¢alismalar, hidrolize
tanenlerin hayvan performansi lizerinde gesitli etkiler
olmaksizin azot kullanimin1 da artirabilecegini
gostermistir (Ke ve ark., 2022).

Tanenlerin, pH’nin 3.5-7.5 araliginda oldugu
ortamlarda proteinler ile kompleks olusturduklari ve
bu sekilde proteinlerin  rumendeki mikrobiyal
sindirimini azalttig1 belirtilmistir. Bu durum rumende
amonyak olusumunu azaltir ve by-pass protein
miktarint arttirtr. Abomasum pH’s1 2.5-3.5 arasinda
degismektedir. Bu pH araliginda tanen-protein
bilesikleri ¢o6ziilmekte, proteinler ince bagirsakta
sindirilerek emilmektedir. Ote yandan tanenlerin
abomasumda ¢6ziinmesi ince bagirsaktaki (pH 7.5-
8.5) enzim ve proteinler iizerinde olumsuz etkiye
neden olabilecegi diistiniilmektedir (Silanikove ve
ark., 1994).

Salawu ve arkadaslari (1999) ryegrass silaji ile
yaptiklart iki farkli arastirmada, ilk denemede
ryegrass hasili agustos ayinda hasat edilerek -20°C’de
2 hafta saklanmigtir. Calismada mimoza, kiraz ve
quebracho bitkilerinden elde edilen tanenler 5 ve 50
g/kg/KM dozlarinda 20 ml/kg distile su igerisinde
¢Ozdiiriilerek kullanmistir.  Silolama islemi 500
gramlik torbalar igerisine 200 g/kg KM hesabina gére
5 ve 50 g/kg/KM tanen igin 0.5 ve 5 gr tanen olacak
sekilde 10 ml distile su ile sulandirarak
uygulanmugtir. Ug farkli tanenin 2 farkli dozu ve bir
kontrol olmak iizere toplam 7 grup 4’er tekerriirden
olusan bir deneme diizeni kurulmustur. Hazirlanan
silajlar 7 ve 32. giinlerde agilmistir. Ikinci deneme de
ise yem materyali olan ryegrass hasili 1996 nin
haziran aymda hasat edilerek -20°C’de 2 hafta
saklanmis, silolama isleminden 6nce ¢ikarilarak bir
gece ¢Ozdiiriilmistiir. Bu denemede quebracho ve
mimoza tanenleri ile formaldehit ve formik asit ile
muamele edilen gruplar olusturulmustur. Deneme
diizeninde tanen 50 g/kg/KM, formaldehit ve formik
asit 12.5 g/kg/KM dozlarinda ilave edilmigtir. Biri
kontrol 7’si muamele grubu 3’er tekerriir olacak
sekilde 49 giin birinci denemede oldugu sekilde
fermente edilmistir. Her gruptan 7, 14, 49. giinlerde
3’er 6rnek agilarak analizlere tabi tutulmustur. Ayrica
silaj denemeleri Frizyan siit ineklerinde kese yontemi
ile sindirim denemesine tabi tutulmustur. Sonug
olarak ilk deneme diizeninde hazirlanan silajlarin
fermantasyon kalitesi kotii olarak bulunmus, fakat

ikinci silaj denemesinde tanen kullanilan silajlarda
serbest amonyak azotunda azalma meydana gelmistir.
Bu durumun tanenlerin proteolizisi engellemesinden
dolay1 gelistigini belirtmislerdir. Sindirim
denemesine tabi tutulan silaj Orneklerinde ise
tanenlerin protein korunumunda formaldehit kadar
iyi olmadigmi, silaj fermantasyon kalitesinin
arttirtlmasinda da formik asitten daha iyi olmadig1
vurgulanmistir. Bunun yani sira tanenlerin rumen
protein yikimini azalttigi fakat bagirsaktaki sindirimi
etkilemedigini tespit etmislerdir. Formaldehit ve
formik asit gibi kimyasallarin mevcut tehlikelerinin
tanen gibi dogal bilesiklerde bulunmamasi, tanenlerin
farkli ¢esit varyasyonlarda farkli dozlarda farkli
etkilerinin olabilecegi ve bu potansiyel etkilerin
belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu
ifade edilmistir (Salawu ve ark., 1999).

Hervas ve arkadaslar1 (2003) rumen fistiilii takilmis
16 bas merinos koyunda canli agirliklarina gore 0.5,
1.5, 3.0 g/kg oranlarinda quebracho 6ziitii kullanarak
yaptiklar1 bir ¢aligmada, her birinde 4 bas koyun
bulunan biri kontrol 3’{i deneme olmak iizere toplam
4 grup olusturulmus, koyunlar bazal bir diyet ile 21
giin siireyle beslenmis, her yemlemeyi takiben giinde
iki defa olmak {izere fistiil iginden tanen uygulamasi
yapilmistir. Hayvanlara 3.0 g/kg/Canli Agirlik (CA)
diizeyinde tanen uygulanan grupta deneyin 10.
gliniinde tanenin toksik oldugu fark edilmis ve
hayvanlar 6tenazi edilerek uyutulmustur. Uyutulan
hayvanlarin rumen hareketleri denemenin 9. giiniinde
tamamen durmus olarak kayit altina almmustir. in
vitro gaz iiretim teknigi ve in situ torba analizlerinin
sonuglart quebracho tanenlerinin rumen {izerine olan
etkilerinin doza bagli olarak degistigini gostermistir.
Giinde 0.5 g/kg/CA dozunda kullanilan tanen, rumen
tizerine herhangi bir olumsuz etki yapmazken 1.5
g/kg/CA dozunda in situ sindirim analizi ve in vitro
gaz teknigi verilerini olumsuz olarak etkiledigini
belirtmislerdir (Hervas ve ark., 2003).

Tabacco ve arkadaglar1 (2006) iki farkli yonca silajina
kestane hidrolize tanenini katarak yaptiklari
calismada, birinci deneme laboratuvar ortaminda
silolanan yonca silajina katilan tanenin silaj
fermantasyon kalitesi ve rumen protein yikimini,
ikinci deneme ise tarla sartlarinda balya yapilan
yonca silajinda kullanilan tanenin silaj fermantasyon
kalitesi ve proteoliz iizerine etkisini denemislerdir. Tlk
deneme laboratuvar ortammda 5 litrelik cam
kavanozlara silolanmis ve herhangi bir katk:
yapilmamis olan kontrol grubu; silaj kuru maddesine
%2, 4 ve 6 oraninda tanen katilan 3 grup ile
fermantasyon 120 giin siirdiiriilmiistiir. Kavanozlar
sadece gaz salinimina izin verecek plastik bir kapak
ile kapatilmis, 120 giinliik muhafaza sirasinda 1, 4, 7,
14, 20, 27, 48, 70 ve 120. giinlerde tartilarak
fermantasyon kayiplar1 tespit edilmistir. ikinci
deneme bigilen yoncanin tarlada 5 ve 28 saat
soldurulmast sonucu %40 ve 50 kuru madde oraninimn
elde edilmesi ile yapilmistir. Bu denemede tanen
balyalara kuru maddenin %4’ kadar katilarak



uygulanmustir. ikinci denemede yapilan 16 balya, 78
glin muhafaza edilip besin madde analizleri
yaptlmigtir. Daha sonra rumen fistiili agilmig 3
Holstayn Frizyan inekte in situ yontemi ile rumen
protein yikiminin dlgiilmesi, in vitro gaz testi
yapilmistir.  Sonug¢ olarak kuru maddede %4
diizeyinde uygulanan tanenin sindirimde bir miktar
diisiise neden olsa da silaj proteolizisini azalttig1
belirtilmistir (Tabacco ve ark., 2006).

Deaville ve arkadaslari (2010) ryegrass hasilindan
silaj yaptiklar1 ¢alismada mimoza ve kestane tanenini
kullanmislardir. Tanenler yem karma makinasina
silolama iglemi yapilirken 75 g/kg/KM dozunda
eklenmistir. Silaj cuvallart agz1 miihiirlenerek 90
glinlik fermentasyona birakilmistir.  Calismanin
hayvan materyali 5 grup, her grupta 8 bas olmak
iizere toplam 40 bas koyundan olusmustur. Gruplar
biri kontrol 4’ii deneme grubu olarak diizenlenmistir.
Tanenler deneme gruplarinin 2’sine  koyunlar
yemlenirken silaja katilmis, diger iki deneme grubuna
ise yem materyali silolanirken katilmigtir. Kestane
taneni katilan silajlar koyunlar tarafindan kuru madde
bazinda daha fazla tiiketilmistir. Her iki tanen
eklenen grupta da idrar azot atiliminin azaldigi, digk1
azot atiminin ise arttig1 ifade edilmistir. Bu sonuglar
silajm. ham  protein  igeriginin  rumende
yikimlanmadan by-pass olarak gectigini
diistindiirmiis, 6zellikle yiiksek protein ihtiyact olan
ergin hayvanlarda kullanilabilecegini ortaya koymus;
yem tiketimindeki diislis ¢0ziilebilirse tanen
kullanilan yemler antihelmintik, astrenjan etkileri ile
de antidiyaretik olarak verilebilecegi de ifade
edilmistir (Deaville ve ark., 2010).

Jayanegara ve arkadaslar1 (2015) kondanse ve
hidrolize tanenlerin in vitro sindirim iizerine etkilerini
tespit etmek tizere yaptiklari bir caligmada kestane ve
sumaktan elde edilen hidrolize tanenleri, mimoza ve
quebracodan elde edilen kondanse tanenleri
kullanmiglardir. Arastirmacilar ekstrakte ettikleri
tanenleri 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/ml dozlarinda hacimce
70:30 oraninda hazirlanan saman:konsantre yem
karmasini substrat olarak kullandiklari in vitro
sindirim denemesine tabi tutmuslardir. Konsantre
yem karmasinin igerigi arpa, soya ve kolza yagindan
olusmus, substrat ve tanenler daha 6nce bahsedilen
dozlarda 24 saat in vitro sindirim denemesine tabi
tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi metan iiretimi, kisa
zincirli yag asitlerinin analizi, organik madde
sindirilebilirligi ve mikrobiyal popiilasyon analizleri
uygulanmistir. Sonug olarak elde edilen verilerde
hidrolize tanenler, kondanse tanenlere goére metan
iretiminde azalmaya neden olmustur. Analizlerde iki
farkli tanen tiiriniin BSA (Si1gir Serum Albumiini)
protein baglama kapasitesi karsilastirilmig hidrolize
tanenler proteinleri daha iyi baglayarak metan
iretimini digiirdigli vurgulanmigtir. Bu nedenle
hidrolize tanenlerin kondanse tanenlere gore daha
fazla biyolojik aktiviteye sahip oldugu ifade
edilmistir (Jayanegara ve ark., 2015). Azman (2017)
yonca silajina mese palamudu katilmasmin silaj

fermentasyonu ve aerobik stabilite {izerine etkisini
belirlemek {izere bir ¢alisma yapmistir. Laboratuvar
tipi kavanozlara yoncanin kuru madde diizeyine gore
%S5, 10 ve 20’lik konsantrasyonlarda mese palamudu
karigtirtlmig, sikistirilarak  doldurulup agzi hava
almayacak sekilde kapatilmistir. Caligmada biri
kontrol, iicii deneme olmak iizere 4 grup
bulunmaktadir. Her grup i¢in toplam 48 kavanoz silaj
hazirlanip, oda sicakliginda (20-28°C) fermente
olmaya birakilmigtir. Calisma diizeni kurulduktan
sonraki 4, 8, 12 ve 60. giinlerde her gruptan 3’er
kavanoz acilarak kimyasal ve mikrobiyolojik
analizler i¢in 6rnek alinmistir. Sonu¢ olarak yonca
silajina mese palamudunun katilmasinin silaj kuru
madde diizeyini kismen arttirdig1 fakat fermantasyon
tizerine olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadig1
bildirilmistir. Bunun sebebinin silaja katilmak {izere
secilen Iran palamut mesesinin (Quercus brantii
lindley), diger mese palamutlarina gore tanen igerigi
daha diisiik olmasi ve bu nedenle fermantasyon
iizerine etkisiz kalmis olabilecegi seklinde
belirtilmistir (Azman, 2017).

Jayanegara ve arkadaslart (2019) birgok c¢alismanin
incelendigi bir meta analizde silajda tanen
kullanimmin  biitirik  asit  konsantrasyonunda
azalmaya neden oldugunu, buna bagli olarak da
tanenlerin klostridia tiremesini kontrol altina aldigini
ifade etmislerdir. Tanenlerin bitki ve mikrobiyal
proteinazlari etkileyerek yem proteinleri ile bilesikler
olusturarak silaj proteolizisini dnleyebilecegi, ayrica
silaj pH’sinda ve laktat iizerine bir degisim
saglamamasi nedeniyle fermantasyona herhangi bir
olumsuz katkisinin  olmayacagi  belirtilmigtir
(Jayanegara ve ark., 2019).

Beck ve arkadaslar1 (2019) rasyonla olusan fazla
miktardaki serbest amonyak azotunun hayvan ve
cevreye olan etkilerini azaltmak i¢in yaptiklar1 bir
calismada, deniz yosunu ekstraktinin farkli dozlarini
ve quebracho tanenini in vitro sindirim diizeneginde
test etmiglerdir. Arastirmada Yeni Zelanda’ya has bir
deniz yosunu ile quebracho tanenlerini serbest
amonyak azotunu azaltmak i¢in kullanmislardir.
Denemenin in vitro asamasinin  inokulumu
laktasyonda olmayan rumen fistiillii 4 bas Holstayn
Jersey melezinden alinmistir. Deneme gruplarini
higbir uygulama yapilmamis kontrol grubu, birer kg
taze bigilmis ryegrass otuna 0, 2, 9.5, 31.5 mikrolitre
deniz yosunu ekstrakti eklenmis gruplar ile deniz
yosunu olan gruplara 4 mg ve 10 mg tanen eklenen
gruplar olusturmustur. Tanenlerin bu kadar diisiik
dozda kullanilmasinin nedeninin tanen etkinliginin
belirlenmeye c¢alisilmasindan ziyade deniz yosunu ile
olacak olasi sinerjik etkileri belirlemek igin yapildig:
belirtilmigtir. Sonug¢ olarak diisiik miktarda deniz
yosununun kullanimi rumen serbest amonyak
azotunu  azalttigi, fakat tanenlerle beraber
kullanildiginda etkisini gosteremedigi ifade edilmistir
(Beck ve ark., 2019). Kaba yem olarak iilkemizde ve
diinyada sikga tercih edilen yonca kurutularak balya
yapilmakta veya silolanarak silaj haline getirilerek



saklanmaktadir.  Yonca  hayvanlar tarafindan
sevilerek tiiketilen bir bitki olup, protein oraninin
yiiksek, seliilloz oraninin diisiik oldugu dénem olan
cigeklenme bagst hasat edilir, bu nedenle yiiksek
proteinli ve sulu bir yapiya sahiptir. Protein igerigi
nedeniyle silolama sonrasinda proteolizise ugrar ve
sahip oldugu proteine bagli azotun yaklasik %88
kadar1 protein tabiatinda olmayan azotlu bilesiklere
(NPN) doniisiir. Bu durum silajin protein diizeyinin
azalmasina neden olur (Ohshima ve McDonald, 1978;
Getachew ve ark., 2006). Ke ve arkadaglar1 (2022)
yonca silajina ayrt ayri kondanse ve hidrolize
tanenleri  katarak  silaj  kalitesinde  bakteri
popiilasyonuna ve protein bozulumuna olan etkilerini
incelemislerdir. Erken ¢igeklenme doneminde bigilen
yoncayt %35 kuru madde oluncaya kadar
soldurmuslardir. Hidrolize tanen olarak ticari bir
markanin saflagtirllmis kestane taneni, kondanse
tanen olarak da yine ticari bir markanmn sarap
endiistrisi i¢in irettigi saflastirilmis iiziim taneni
kullanilmustir. 1ki farkli tanen tiiriiniin bakteri
popiilasyonu {izerine olan etkileri incelenmis
hidrolize olabilen tanenlerin laktik asit bakterilerinin
sayisint  azalttigim1  enterococcus  bakterilerini
arttirdigii  tespit  edilmistir. Kondanse tanen
kullanilan muamele gruplarinda ise tam tersi bir
durum s6z konusu olmustur. Bakteri varlig {izerine
farkli etkiler gosterse de protein korunumu igin iki
tanen tiiriiniin de etkili oldugu bildirilmistir (Ke ve
ark., 2022).Yine aynt sekilde Chen ve arkadaslari
(2022) yonca silajina maz1 taneni ve Lactobacillus
plantarum kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, in
vitro ruminal metan {iretimi ve mikrobiyota iizerine
olan etkilerini arastirmislardir. Yonca silajina mazi
taneni ve L. plantarum ayri ayri veya birlikte katilarak
deneme gruplari olusturulmus, 60 giinlik bir
fermentasyona tabi tutulmustur. Katki yapilms biitiin
gruplarda metan iiretimi azalmig ve propiyonik asit
miktarinda ve Fibrobacter succinogenes sayilarinda
artig gorildiigh bildirilmistir. Sadece Lactobacillus
plantarum eklenen grupta sellobiaz, pektinaz ve
proteaz aktivitelerini ve Prevotella ruminicola
sayisinda artis bulunmustur. Mazi taneninin tek
basma 50 g/kg/KM yiiksek doz seklinde kullanildig:
grupta ruminal fermentasyona inhibitor etki
gosterdigi ve baskin rumen mikroorganizmalarini
inhibe ettigi belirtilmistir. Daha &nemli sonuglar
bakteri ve mazi taneninin birlikte eklendigi grupta
Rumincoccus flavefaciens ve Prevotella ruminicola
sayisinin yani sira pektinaz ve proteaz aktivitelerinde
artis goriilmiis; bu degisimlerin yiliksek doz mazi
taneni eklenen grupta olumsuz parametreler iizerinde
diizenleyici etkileri oldugu belirtilmistir. Calisma
sonucunda arastirmacilar silajlara tanen ile birlikte
probiyotik bakteri katilmasini dnermiglerdir (Chen ve
ark., 2022). Hayvan beslemenin esas amaci hayvani
en ekonomik sartlarda besleyerek en fazla verimi elde
etmektir. Bunun yami sira dogaya kars1 saygili
davranmali ve metan emisyonu diisiiriilmelidir.
Metan emisyonu diisiirme islemleri rasyon

manipiilasyonlart ile yapilabildigi gibi katki
maddeleri ile digkinin muamele edilmesi ile de
gerceklestirilebilir.

Son yillarda artan karbon ayak izimiz diinya iklim
krizini daha da derinlestirmektedir. Sadece Avrupa
kitasinin  amonyak emisyonun % 90’1 tarim
endiistrisinden ve bu verinin % 41’1 ise besi sigir1
yetistiriciliginden kaynaklanmaktadir (Erisman ve
ark., 2008; Paulot ve ark., 2014).

Yue Wang ve arkadaglar1 (2018) yaptiklar
hesaplamalara gore bir besi sigirmin hayvan basina
yillik sera gazi saliniminin 50 kg amonyak oldugunu
belirtmislerdir (Yue Wang ve ark., 2018). Amonyak
buharlastiktan sonra atmosfere azot oksit (NOXx)
olarak dagilir. Azot oksit atmosferin sahip oldugu
azot dengesinde dengesizlik yaratir ve kiiresel
1sinmaya katkida bulunur (Gronwald ve ark., 2018).
Kiiresel 1smmaya  katkilar1  kiyaslandiginda,
amonyagin COz’den 265 kat daha tehlikeli oldugu
bildirilmistir. Ciinkii amonyak, sera gazlarinin en
tehlikelisi olan azot oksit habercisidir (Ravishankara
ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2018). Amonyak sadece
hava kirliliginin degil, karistig1 su ekosisteminde
plankton ve alg varhigmin kontrolsiizce artarak
kokusma (6trofikasyon-alg patlamasi) (Bergstrom ve
Jansson, 2006), toprakta ise asitlesmeye ve kirlilige
neden olmaktadir (Song ve ark., 2016).Avrupa Cevre
Ajanst (EU-25) ve taraf ilkeler 2030 yilina kadar
2005 sera gazi iretim verilerini baz alarak tarim
endiistrisi  kaynakli karbon ayak izini %30
azaltacagini taahhiit etmistir (Sepperer ve ark., 2020).
Tanenler son yillarda artan bir taleple mobilya
sektoriinden, kimya sanayisine kadar ¢ok ¢esitli bir
kullanim alanina sahip olmustur. Sepperer ve
arkadaglar1 (2020) tanen ve tanen bazli sivi
¢ozeltilerinin amonyak absorbsiyonunu belirlemek
icin bir ¢alisma gercgeklestirmislerdir. Adsorbanlar
icin mimoza ve kestane taneni kullanilarak kondanse
ve hidrolize iki farkli tanen tiirii denenmis, ¢alismanin
amonyak kaynagi olan digki 6zel bir isletmeden temin
edilmistir. Temin edilen malzemeler ile tanen jeli ve
tanen-furanik kopiik tretilmistir. Kopiik i¢in tanen
miistahzart (%42), furfuril alkol (%26), su (%3),
kopiirtme maddesi (%6) ve siilfiirik asit katalizorii
(%18, %32 yogunluk) karigtirilmis ve sicak preste
islenmigtir. Tanen-jel i¢in tanen miistahzari,
seyreltilmig silfiirik asit ile karistirilarak 2 saat
boyunca 90°C'de reaksiyona tabi tutulmustur.
Mimoza tanen bazli adsorbanlarin, her iki deneyde de
kestane tanenine gore kabaca %10 daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. Bu sonugclar, tanenlerin ve tanen
bazli iriinlerin amonyag1 baglamak ic¢in uygun
adsorbanlar olarak kullanilabilecegini gdstermekte;
karbon ayak izimizi azaltmak ve Avrupa Birligi'nin
tarimsal amonyak emisyon hedeflerini
gerceklestirmek igin alternatif bir yol sunmaktadir.
Amonyak emisyonunun azaltilmasi tizerindeki uzun
vadeli etkileri arastirmak ve tanen bazli adsorbanlar
ile olusturulan komplekslerin toprak azotunun
doniisiim siirecinin daha iyi anlagilmasi igin ileri



diizey c¢alismalara ihtiyag oldugu belirtilmistir
(Sepperer ve ark., 2020).

SONUC

Son zamanlarda diinya literatiirinde ve hayvan

besleme bilimi icerisinde, kalint1 birakmayan katki

maddelerinin  kullanimmin  6nemi  daha iyi
anlasilmistir. Incelenen literatiirler 15181nda elde
edilen ¢ikarimlar sunlardir;

e Hayvan besleme uygulamalarinda insan gidasi
olarak kullanilamayacak {irlinlerin rasyonlarda
kullanimlar1 yaygmlastiriimali, bu iriinlerin
fayda ve zararlar1 paylasilarak bilgi havuzu
olusturulmalidir.

e  Ruminantlarin beslenmesinde maliyetin
diistiriilmesi ve kazandig1 probiyotik 6zellikleri
nedeni ile sagligin korunmasinda biiyiik etkileri
olan silajlarin kalitesinin arttirtlmasinin et, siit
iiretimine ve igletme karliligina dogrudan olumlu
etkiler saglayacagi diistiniilmektedir.

e Tanen bilesiklerinin silajlarda kullanimi silaj
kalitesini arttirabilir. Fakat kullanilacak olan
katk: maddeleri ister bitki 6ziitleri ister tanenler,
saponinler, esansiyel yaglar veya enzimler olsun
yem katki maddesi olarak kullanilmadan 6nce
doz/yanit degerlendirilmesi yapilmalidir. Bu
nedenle tanen bilesiklerinin silajlarda kullanimi
ile ilgili daha detayli caligmalar yapilarak giivenli
kullanim dozlari tespit edilmelidir.

e Yemlere katilacak biitin katki maddelerinin
yiiksek dozlar toksik etkiler gosterebilmektedir.
Bu nedenle tanen bakimindan zengin yemler
basta anemi ve konstipasyon olmak iizere yem
tiketiminin azalmasi, yemden yararlanma
oraninda diigiis ve vitamin mineral emiliminde
bozulmaya neden olacaktir.

e Son donemde etkileri ciddi bir sekilde hissedilen
kiiresel 1sinma ve sonucunda gelisen gida
krizinin ¢oziimiinde dogal katki maddeleri
uygulamalart daha 6nemli bir yer edinecektir.
Yeni yaklagimlarda metan gibi sera gazlarinin
azaltilmas: ve amonyak kaynaklarinin bertaraf
edilmesi gibi ileri islemlerde tanenlerin
kullanilabilecegi dngorillmektedir.

Sonug olarak, tanenlerin hayvan beslemede giderlerin
azaltilmasi, silajlarn  kalitesinin  arttirilmasi,
proteolizisten korunma i¢in kullanim potansiyelinin
bulundugu; ancak tanenlerin hayvanlar iizerindeki
fayda ve zararlarinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla
aragtirmanin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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