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Ozet: Himik asitlerin antioksidan 6zelliklerine, 6zellikle radikal yakalama
aktivitelerine ve hlicredeki redoks sistemini sirdirme kabiliyetine isaret eden

6nceki in vitro calismalarimiza dayanarak, ciftlik tavugunun diyetine 42 giin boyunca
%0.6 himik asit ilavesi Degerlendirildi. Himik asitlerin uygulanmasi, énemli sentetik,
metabolik ve oksidatif stres kosullarinin ortadan kaldiriimasinda dogrudan rol
oynayan organlarin (karaciger, bobrek) plazma ve mitokondrilerinin antioksidan
durumu Uzerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Himik asidin agiklanan selatlama
ozellikleri ile ilgili olarak, demir, bakir, manganez, ¢inko ve selenyumun mitokondride
kofaktor olarak islevleri dikkate alinarak mevcut seviyeleri de incelenmistir.
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Girig

Humik Asitler (HA'lar), ishal 6nleyici, analjezik, immuno-
uyarici ve antimikrobiyal 6zellikleriyle bilinirler (Rath ve
digerleri, 2006). Avrupa'da veterinerlik pratiginde her turla
hayvan turd ile profilakside ve terapotik ilaglar olarak aktif
olarak sadece peroral uygulama igin kullanilirlar (EMEA, 1999).
Bununla birlikte, saglik ve hayvancilikla ilgili olarak strekli
olarak incelenirler. Yiyecek veya suya uygulanan humatlarin
kiimes hayvanlarinda buyimeyi tesvik ettigi bulundu. Himik
maddelerin etlik piliclerde yemden yararlanma (Kocabagli ve
ark., 2002) Gizerinde ve ayrica blytime, et kalitesi, karkas
Ozellikleri, kanda ve gastrointestinal kanalda belirlenen secilmis
parametreler (Oztiurk ve ark., 2010). Oztirk ve ark. (2012) ayrica
canli ve karkas agirlhiginda bir artis ve kan kolesterol
seviyelerinde bir azalma oldugunu g&stermistir. HA'larin
veterinerlik pratiginde ve gida Uretim surecinde kullaniimasi
suphesiz istenen olumlu etkileri tretebilse de, hiimik maddeler
ve HA'larin olumlu ve hatta olumsuz etkilerinin mense
kaynaklarina ve hayvanin fizyolojik durumuna bagli oldugu da
g6zlenmistir. (Steinberg ve digerleri, 2003). Diger ¢alismalar,
H2S'nin modiile edebildigini géstermektedir.
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Bulgularimiz, hiimik asit uygulamasinin metallere baglanma yeteneklerini degil,
rekabeti etkilemedigi, selenyum kullaniminda ve 6zellikle 42 giinden fazla
uygulandiginda dikkate alinmasi gereken telafi edici tepkilerde bir dislse yol actig
yoniinde bir beklentiye egilimlidir.

Anahtar Kelimeler: Humik Asitler, Tavuk, Selatlama, Mitokondri, Karaciger, Bébrek

kirleticilerin toksisitesi, ksenobiyotikler ve metallerin
biyoyararlanimi (Paquin ve digerleri, 2002; Glover ve Wood,
2004; Timofeyev ve digerleri, 2006) ve pH'l, iyonik
konsantrasyonu ve enzimatik aktiviteyi degistirebilir (Timofeyev
ve digerleri, 2006). Slovakya'da, dogal oksihumolitten HA'larin
iyi bilinen ve mevcut bir formilasyonu olan HUMAC® vardir.
Ana metabolik fonksiyonlari olan ve ksenobiyotiklerin
metabolizmasindan sorumlu organ olan sican karaciger
mitokondrisinde énerilen %0,1'lik profilaktik dozda (Vaskova ve
ark., 2011) HA'larin antioksidan 6zelliklerine iliskin in vitro
calismalar, HA'larin elektrofilik 6zelliklerinin olduguna isaret
etmistir. mitokondri redoks durumunu belirgin sekilde dengeler.

Ayrica, hidroksil radikallerine karsi ve daha az 6lgiide stperoksit
radikallerine karsi gu¢li suplrme &zellikleri bulunmustur.

Bu veriler, istenen pozitif etkiyi elde etmek i¢in dozun ve

kullanim stiresinin 6nemli olduguna dair temel bir varsayim
oldugundan, organizmanin HA'larin varhiginda induklenen
kosullara karsi adaptif antioksidan tepkisini uzun vadeli olarak
izlememize yol agmak igin yeterlidir.
Antioksidan enzimler, katalitik aktivite icin yaygin olarak metal
kofaktorlerini kullanir. Soru, HA'larin 6nerilen selatlama
ozelliklerinin,
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antioksidan durumu ve bu elementlerin mevcut seviyeleri.

42 glin boyunca yiyeceklerde (%0.6) HA almis olan tavuklardan
karaciger, bébrek ve plazmadan mitokondri arastirdik.

Malzemeler ve yontemler

Deney, Velky Krti§ bélgesindeki (Slovakya) kiimes hayvani giftligi
Vinica'dan 36.000 pili¢ COBB 500 tzerinde gergeklestirildi. Civcivler 2
gruba ayrildi.

Kontrol grubu (15700 adet) 42 giin boyunca konvansiyonel yem
karigimlari ile beslendi. Deney grubu (20000 adet), besinin ilk
glninden itibaren 42 glin boyunca %0,6 hiimik asitle zenginlestirilmis
konvansiyonel yem karisimlari (Humac® Natur, Humac Ltd, KoSice,
Slovakya) ile beslendi. Tim civcivler standart yénetim ve saglhk
uygulamalarina tabi tutuldu. Tim deney siresi boyunca (42 giin) yem
ve su ad libitum olarak verildi.

Her iki gruptan rastgele secilen 10 tavuk servikal dislokasyonla
6lduraldd, ardindan doku hasadi ve kan plazmasi toplandi. Karaciger
ve bobrek mitokondrileri, Fernandez-Vizarra ve digerleri tarafindan
aciklanan yontemle izole edildi . (2010). Glutatyon reduktazin (GR;
EC1.6.4.2) aktivitesi, daha 6nce Carlberg ve Mannervik (1985)
tarafindan aciklanan degistirilmis bir ydnteme gore 6lcullrken,
glutatyon peroksidazin (GPx; EC 1.11.1.9) aktivitesi, Flohé tarafindan
tarif edildigi gibi 6lguldu. ve Glinzler (1984).

Superoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, saglanan kullanim
kilavuzu izlenerek SOD-Assay Kit-WST (Sigma Aldrich, Isvicre) araciligiyla
6lgulmustir. Mitokondri ve plazmadaki azaltiimis glutatyon (GSH)
seviyeleri, Floreani ve ark. (1997) Ellman reaktifini kullanarak.

Olciilen tim parametreler, bisinkoninik asit tahlili (Smith ve digerleri,
1985) kullanilarak belirlenen mg veya g mitokondriyal protein (mgProt,
gprot) basina hesaplandi.

Alev atomik absorpsiyon spektroskopisi ile toplam demir, cinko ve
grafit firin atomik absorpsiyon spektrometresi ile bakir, manganez,
selenyumun toplam icerigi tespit edildi (Shimadzu AA7000). Olgulen
parametreler, U¢ bagimsiz 6l¢imuin ortalama + SEM'si olarak ifade
edildi.

iki grup arasindaki fark, eslestirilmemis bir 6grenci t-Testi kullanilarak
belirlendi.

Sonuglar ve tartisma

Dikkate alinmasi gereken bir husus, alindiktan sonra Himik
Maddelerin (HS) organlara veya organellere go¢ edebilmesi ve stres
tepkisi reaksiyonlarini tetikleyebilmesidir (Steinberg ve digerleri,
2003). Hem spesifik olmayan hem de spesifik etkileri vardir. Spesifik
olmayan etkiler, fiziksel ve kimyasal membran tahrisi,
biyotransformasyon aktivitesinin indiksiyonu ve modulasyonu,
kimyasal savunma proteinlerinin indiksiyonu, dahili oksidatif
gelisimidir.
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stres ve ROS savunma enzimlerinin indiksiyonu. Tim organizmalar
kendilerini kimyasal yuklerden (egzotik gida kimyasallari,
ksenobiyotikler vb.) kurtaracak araglara sahiptir, yani
biyotransformasyon denilen yollar gelistirmislerdir. Ayrica hiimik
maddeler, biyotransformasyon yolunda kimyasal ipuclari gibi davranir.
Hamik maddeler cesitli fonksiyonel gruplara sahip oldugu igin, 6zellikle
biyotransformasyon sisteminin (glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlari)
Faz I enzimlerinin, H2S maruziyeti tGzerine modulasyona tabi oldugunu
varsaylyoruz (Steinberg ve digerleri, 2003; Wiegand ve digerleri, 2004).
Ksenobiyotiklerin ve dolasimdaki antioksidanlarin metabolizmasinda
yer alan ikinci en énemli organel olan mitokondride antioksidan enzim
aktivitesini g6zlemlemek ilgingtir.

Sekil 1'de g6sterildigi gibi, kontrole kiyasla SOD aktivitesinde
kanitlanmis bir degisiklik yoktu, ancak GPx aktivitesi HA'li grupta
onemli 6l¢lde daha dugstkta. HA'larla desteklenmis grupta GR
aktivitesi karaciger ve bébreklerde anlamli olarak yuksekti ve GSH
seviyesi karacigerde anlamli derecede azaldi. Enzimlerin aktiviteleri ile
GSH seviyeleri arasindaki karsilikli bagimhliklar ve ¢ cisim arasindaki
karsilastirma dikkate alindiginda, sonuglar olumludur. GSH'nin redoks
potansiyeli ne bébrekte ne de dolasimdaki plazmada kaybolmaz, bu
da HA'larin antioksidan etkisini gosterir.

Dikkate alinmasi gereken ikinci husus, selasyon gibi diger HA
ozelliklerinin varhigidir. Simdiye kadar, bir in vivo sistemdeki HA'larin
selatlama 6zellikleri ile biyolojik aktiviteleri arasindaki baglantiyi
distnmedik . Bu nedenle, bunu daha fazla arastirmak icin islenmis
biyolojik materyal kullandik. Tao ve digerleri tarafindan yapilan
deneyler . (2000), suda Fulvik Asit (FA) variiginda baliklarin solungaglari
yoluyla alimi igin Cu mevcudiyetinin azaldigini géstermistir. Sanmanee
ve Areekijseree (2010), FA tedavisinin memeli hiicresi-domuz yumurta
kanali epitel huicrelerinde Cu toksisitesini azalttigini gdstermistir.
Bununla birlikte, Fe, Zn, Mn ve Cu, hiicresel iglevi strdirmek icin
gerekli olan temel iz elementler grubuna dahil edilir ve ¢ok sayida
metal iceren enzimin ayrilmaz bilesenleridir (Rajkowska ve Protasowicki,
2013). Antioksidan enzimler genellikle katalitik aktivite icin metal
kofaktorlerin oksido-rediksiyon &zelliklerini kullanir. Burada, metallerin
HA'lar tarafindan absorpsiyon kabiliyetinin ve komplekslesmesinin,
hayvan icin mevcut olan biyolojik olarak 6nemli elementlerin
adsorpsiyonunu azaltip azaltamayacagini sorgulamak oldukgca
mantiklidir. Béylece Cu, Zn, Mn, Fe ve ayrica metal olmayan kofaktér
Se'nin dagihmini inceledik.

Atomik absorpsiyon spektrometresi ile tespit edilen metal
seviyeleri, mevcut metal miktarlarinda 6zellikle 6nemli degisikliklere
isaret etti (Tablo 1). Cu, karaciger ve plazmada daha yuksek, ancak
bébreklerde daha duguktd.

Mn gibi Zn miktarlari da karaciger ve bobreklerde azalmistir. Fe
seviyeleri esit olarak 6nemli dlglide yiiksekti. Se, bobreklerde énemli
6l¢tide daha ylksek, ancak plazmada daha dusiktu. Bulgularimizi
tim vicutlarinkilerle karsilastirmak da arzu edilir.
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Sekil 1. Karaciger ve bobrekten izole edilen plazma ve mitokondride antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz ve indirgenmis glutatyon aktiviteleri. Himik asit Vs alan gruplarin karsilastiriimasi. himik

asitsiz (*p<0,05; **p<0,01 - kontrol)

Tablo 1. Karaciger ve bobrekten izole edilen plazma ve mitokondrilerdeki ortalama Zn, Cu, Mn, Fe ve Se konsantrasyonlarinin dagilimi (*p<0.05;

***p<0,001 kontrole karsi)

HA olmadan HA
Zn (ug/g) Plazma 59.62+2.97 60,16+4,36
r=0,9996 Bobrek 49.6743.10 29,188+2,01%**
Tespit. lim 0,001 mg/L Karaciger 63.8614.50 50,35+3,33*
Cu (ng/g) r=0,9976 Det. Plazma 50.99+0.01 56,27+0,03***
lim 0,0004 mg/L Mn (ng/ Bobrek 73.16+£0.04 55,21+0,08***
g) r=0,9860 Det. lim Karaciger 33.34+0.03 112,58+0,04***
0,0002 mg/L Fe (4 g/g) Plazma 44.14+0.27 71,03+0,33***
r=0,9998 Det. lim 0,004 Bobrek 127.28+0.65 46,54+0,56%**
mg/L Se (ng/g) Karaciger 124.79+0.11 50,04+0,31%**
Plazma 1.52+0.03 3,84 +0,05%**
Bobrek 0.79+0.01 2,98+0,02%**
Karaciger 2.12+0.08 3,5140,02%**
Plazma 535.13+0.04 199,24+0,03***
r=0.9971 Bobrek 107.17+0.05 1163,27+0,04***

Karaciger

Bu. yapistirici 0,0009 mg/L

limitin altinda 51,95+0,01

Zral ve Pisarikova (2010) tarafindan elde edilen sonuglar,
hayvanlara sodyum humat verilmesinin incelenen organ ve
dokulardaki Cu veya Zn icerigi Uzerinde 6nemli bir olumsuz
etkisinin olmadigini dogruladi ve ayni bulgulara sahip birgok
baska yazara atifta bulundu. Ote yandan, domuz dokularinda
eser elementlerin yiuksek konsantrasyonlari Lépez-Alonso ve
ark. (2007). Kan serumunda tespit edilen iz element seviyeleri,
hayvanlara verilen mevcut diyet mineral tedarik seviyesini

yansitiyordu ve Stowe ve ark.'nin bulgusu ile tutarliydi .

(1992), Kim ve Mahan (2001) ve digerleri. En yUksek
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Hayvanlara diyet mineral tedarikinin degerlendirilmesi igin kas
dokusundan daha yuksek tanisal dedere sahip bir depo organi
olan karacigerde Se disindaki eser elementlerin icerigi tespit
edildi. Bu ¢alismada en yuksek selenyum konsantrasyonlarinin
tespit edildigi bobrekler, selenyum atiliminda yer alan en
6nemli organdir (Lépez-Alonso ve ark., 2007).

Sodyum humat beslemesi nedeniyle, kan serumundaki Mn ve
hepsinden 6nemlisi Se seviyeleri dnemli 6lcide azaldi (Zrali ve

Pisarikov4, 2010). Vicutlardaki ve mitokondrilerdeki goézlemler
ortak bir
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pek cok benzerlik var, ancak genel redoks durumu ve 6gelerin

kullanimi tzerinde temel bir etkiye sahip olmasi muhtemel
farkliliklar da var.

Demir ve manganez veya demir, bakir ve cinko vb.
arasindaki potansiyel karsit etkilesimler de dikkate alinmalidir
(Creech ve digerleri, 2004). Mitokondri, hlicresel Fe-S kiimeleri
saglar ve akonitaz gibi oksidan kararsiz Fe-S enzimlerini
korumak icin GR gereklidir. Bu nedenle, toplam Fe
konsantrasyonunun artacagini varsaymak mantikhdir. Artan
Fe miktari, yalnizca oksidatif strese katkida bulunabilir, ancak
ayni zamanda antioksidan enzimlerin sentezi i¢in demire
bagimli enzimlerin aktivitesinin artmasina da katkida bulunabilir,
bu nedenle mitokondride Cu, Zn ve Mn kullanimiyla dogrudan
iliskilidir.

SOD'un disulfitler olusturmak tGizere oksidasyonu igin kosullar,
SOD'nin aktivitesi ve aktif bolgeye Cu transferi icin gereklidir.
Yakin tarihli in vivo ¢calismalar, SOD1 icin bakir koruyucunun,
02'ye yanit veren bir asamada bu disulfidin olusumunu kontrol
ettigini gostermistir (Brown ve digerleri, 2004). Hala bircok
mekanik alternatif olmasina ragmen, bu metallochaperone,
bakir saperon, Cu vermekten ¢ok daha fazlasini yapar: hem
sulfidril oksidaz hem de protein disulfid izomeraz aktivitelerine
sahiptir ve bu aktivitelere yanit olarak daha yiksek dizeyli
fizyolojik diizenleme tiplerine izin verir gérinmektedir. oksidatif
stres (Culotta ve digerleri, 2006). Cu'nun baglanmasi, Zn'nin
kullanimi icin sinirlayicr adimdir.

Bununla birlikte, mitokondriyal Mn seviyesi normalde
Fe'den 1-2 mertebe daha azdir (Cobine ve digerleri, 2004). Su
anda, Fe'deki bir artis ve dolayisiyla MnSOD sentezinin azalmasi
nedeniyle SOD baglanmasi icin metal rekabeti olup olmadigini
sdyleyemeyiz; bununla birlikte, plazmadaki yuksek Mn
seviyeleri, arginaz aktivitesinin bozulmasini ve nitrozatif stresi
6nleyebilir. Son olarak, plazmada GSH seviyeleri dengelendi.
Humik asit ve selenyum arasindaki iliski ile ilgili olarak, icme
suyunda bulunan hiimik maddeler tarafindan inhibisyonu
nedeniyle insanlarda selenyumun mevcudiyeti de bozulmustur
(Wang ve digerleri, 1992). HA'larin bu 6zelligi bulgularimizdan
sorumlu olabilir, cinki mitokondrideki GPx aktivitesi her iki
organdan da mitokondride 6nemli 6l¢lide azaldi ve azalma en
cok plazmada belirgindi.

Bobrekte artan Se seviyelerine ragmen, dolasimdaki glutatyon
izoformlari sadece boébrekte olustugundan, toplam Se seviyesi
kontrol grubunda énemli dlgtide daha disuk olabilir. Bu,
selenoprotein P veya albumine bagl gibi diger tasima
bicimlerinin varligi disinaldiginde bile gecerli olabilir.

C6zim

izole karaciger mitokondrileri Gizerindeki in vivo deneylerin
sonuglari, omurgali siniflarinin temsilcileri arasindaki farklara
bakilmaksizin in vitro bulunanlarla hemen hemen aynidir .
HA'larin uygulanmasinin metallere baglanma kabiliyetini
etkilemedigi, aksine rekabeti etkiledigi yontinde bir beklenti
vardir.
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Se kullanimindaki dusus, bir dizi telafi edici yanit Uretir. 42
gunluk alim yararh etkiyi sinirhyor gibi gérindiginden,
HA'larin gavenli kullanim suresinde 6nemli bir faktor

olabileceginden, daha ileri calismalar bunu agikhga
kavusturmaya odaklanacaktir.
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