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OZET

Bu c¢alismada da Tunceli sarimsagmin (Allium tuncelianum Kollman) yogunluk
stresi altindaki kerevitler Uzerinde (Astacus leptodactylus) antioksidan etkisinin
incelenmesi amag edinilmistir.

Kas analiz sonuclarinda iki deneme grubuda birbirine ¢ok yakin D1 23,176+0,112
U/ml ve D2 23,384+0,370 U/ml rakamsal degerlerde bulundu. Kontrol grubunun degeri ise
21,056+0,209 U/ml rakamsal olarak daha diisiik seviyelerde bulundu. iki deneme grubu
arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmazken (P>0,05), deneme gruplari ile kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark vardi (P<0,05). Hepatopankreas analiz sonuglarinda da kasta elde
edilen degerlerde oldugu gibi, deneme gruplar1 arasinda rakamsal olarak birbirine yakin
(D1 30,804+0,110 ve D2 30,502+0,757U/ml), kontrol grubu daha diisiikk degerde
(26,422+0,600 U/ml) tespit edildi. Gene kas grubunda oldugu gibi deneme gruplari
arasinda istatistiki fark yoktu (P>0,05) fakat deneme gruplar1 ile aralarindaki fark
anlamliydr (P<0,05).

Katalaz (CAT) analizleri de kasda ve hepatopankreasda ayr1 ayr1 yapildi. Kas analiz
sonuglarinda deneme gruplar1 sonuglarinin birbirine rakamsal olarak ¢ok yakin oldugu
(D1; 15,556+£0,349 ve D2; 15,266+£0,178 nmol/dk/m), kontrol grubu degerinin
(16,268+0,722 nmol/dk/m) ise daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte gruplar
arasindaki istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (P>0,05). Hepatopankreas analiz
sonuglarinda da hem kontrol ve hemde deneme gruplari rakamsal olarak birbirine ¢ok
yakin (K; 23,694+0,455 nmol/dk/m, D1; 23,296+0,383 nmol/dk/m ve D2; 22,822+0,419
nmol/dk/m) olarak bulundu ve aralarinda istatistiksel olarak da bir fark tespit edilmedi
(P>0,05).

Glutatyon peroksidaz sonuglar1 SOD sonuglarina benzer bir durum sergilemistir.
Kas analiz sonuclarma bakildiginda, deneme gruplarinin rakamsal olarak kontrol
grubundan (K; 6,7284+0,403 U/mg) daha yiiksek ve birbirine ¢ok yakin oldugu (DI;
8,560+0,167 U/mg ve D2; 8,950+0,086 U/mg) tespit edildi. Deneme gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak bir farka rastlanilmazken (P>0,05), kontrol grubu ile aralarindaki farkin
anlamli oldugu goriildii (P<0,05). Kas analizine benzer sonucglar hepatopankreas
sonuglarinda goriildii. Deneme gruplart rakamsal olarak birbirine ¢ok yakin (D1;
7,18240,094 U/mg ve D2; 7,110+£0,220 U/mg) ve kontrol grubu degerinden (K;
5,898+0,331 U/mg) yiiksek olduklar tespit edildi. Dene gruplari arasinda istatistiki bir fark
yoktu (P>0,05) ve deneme gruplari kontrol grubundan istatistiksel olarak farkliydi
(P<0,05).

MDA kas analizlerine bakildiginda en diisiik degerin D2 grubunda (2,088+0,089
uM) oldugu, onu D1 grubunun takip ettigi (2,434+0,110 uM) ve en yiiksek degerin kontrol
grubunda (3,376+0,213 uM) oldugu goriildii. Deneme gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
farkin olmadigi, control grubundan ise istatistiksel olarak farkli olduklari tespit edildi.
Hepatopankreas sonuglarinda da kas grubuna benzer durum goriildii. En disik MDA
degeri D2 grubunda (4,354+0,143 puM), ikinci olarak D1 grubunda (4,696+0,192 uM) ve
en yiiksek degerin kontrol grubunda (6,768+0,112 puM) oldugu gozlemlendi. Deneme
gruplar1 arasinda istatistiki olarak bir fark olmazken, deneme gruplar ile kontrol grubu
arasinda istatistiki bir farkin oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Tunceli sarimsagi, Allium tuncelianum, Astacus leptodactylus,
antioksidan



ABSTRACT

Effect of Tunceli garlic (Allium tuncelianum Kollman) maser e oils on antioxidant
parametersin Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823

In this study, it was aimed to investigate the antioxidant effect of Tunceli garlic
(Allium tuncelianum Kollman) on crayfish (Astacus leptodactylus) under density stress.

In the muscle analysis (SOD) results, D1 23.176+0.112 U/ml and D2 23.384+0.370
U/ml numerical values were found very close to each other in the two experimental groups.
The value of the control group, on the other hand, was found to be numerically lower at
21,056+0,209 U/ml. While there was no statistical difference between the two
experimental groups (P>0.05), there was a significant difference between the experimental
groups and the control group (P<0.05).In the hepatopancreas analysis results, as in the
values obtained in the muscle, numerically similar values were found between the
experimental groups (D1 30.804+0.110 and D2 30.502+0.757U/ml), while the control
group had a lower value (26.422+0.600 U/ml). As in the muscle group, there was no
statistical difference between the experimental groups (P>0.05), but the difference between
the experimental groups and the experimental groups was significant (P<0.05).

Catalase (CAT) analyzes were also performed in muscle and hepatopancreas
separately. In muscle analysis results, it was observed that the results of the experimental
groups were very close to each other numerically (D1; 15.556+0.349 and D2;
15.266+0.178 nmol/min/m), while the control group value (16.268+0.722 nmol/min/m)
was higher. However, there was no statistical difference between the groups (P>0.05). In
the hepatopancreas analysis results, both control and experimental groups were
numerically very close to each other (F; 23.694+0.455 nmol/min/m, D1; 23.296+0.383
nmol/min/m and D2; 22.822+0.419 nmol/min/m). were found and there was no statistical
difference between them (P>0.05).

GSH-PX muscle results were examined, it was determined that the experimental
groups were numerically higher than the control group (F; 6.728+0.403 U/mg) and were
very close to each other (D1; 8.560+£0.167 U/mg and D2; 8.950+0.086 U/mg). While there
was no statistical difference between the experimental groups (P>0.05), the difference
between the control group and the control group was significant (P<0.05). Results similar
to muscle analysis were seen in hepatopancreas results. It was determined that the
experimental groups were numerically very close to each other (D1; 7.182+0.094 U/mg
and D2; 7.110+0.220 U/mg) and higher than the control group (F; 5.898+0.331 U/mg).
There was no statistical difference between the experimental groups (P>0.05) and the
experimental groups were statistically different from the control group (P<0.05).

When MDA muscle analyzes were examined, it was seen that the lowest value was
in the D2 group (2.088+0.089 uM), followed by the D1 group (2.434+0.110 uM), and the
highest value was in the control group (3.376+£0.213 pM). It was determined that there was
no statistical difference between the experimental groups, but they were statistically
different from the control group. A similar situation was observed for the muscle group in
the hepatopancreas results. The lowest MDA value was observed in the D2 group
(4.354£0.143 uM), secondly in the D1 group (4.696+0.192 uM), and the highest value was
observed in the control group (6.768+£0.112 uM). While there was no statistical difference
between the experimental groups, there was a statistical difference between the
experimental groups and the control group.

Keywords: Tunceli garic, Allium tuncelianum, Astacus leptodactylus, antioxidant
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1. GIRIS

Tath su kerevitleri, Kuzey Yarimkiire ‘de giiney dogu Appalachian Daglari'nda ve
Giliney Yarimkiire ‘de giineydogu Avustralya'da cesitli merkezler ile Hindistan ve
Antarktika kitalart disinda her yere dagilmistir. Halihazirda 640'n {izerinde tatl su kereviti
tiirii tanimlanmugtir ve her yil ortalama 5-10 tiir hala tanimlanmaktadir. Tatli su kerevitleri,
su habitatlarinda kilit tiirler olarak hizmet edebilir, ancak birkag tiir de 6nemli Sl¢iide
istilacidir ve kirilgan tatli su habitatina etkileyici zarar verebilir. Kerevitler magaralarda,
oyuklarda, akarsularda, gollerde ve derin oyuklarda yasar, hatta su tablasina yuva
kurduklar1 veya gerekli nemi saglamak ic¢in yagisin yeterince bol oldugu karasal
habitatlarda bile bulunabilir. Tath su kerevitleri, karsilastiklar1 habitatlar gibi genellikle bir
dereceye kadar tehlike altindadir ve koruma cabalarinin tathh su ekosisteminin temel
unsurlari olarak onlara odaklanmasi iyi olacaktir (Crandall ve Buhay, 2008).

Kerevitler (tathh su 1stakozu) ekolojik, ekonomik ve sosyal agidan Onem
tasimaktadir. Genel olarak liiks bir gida maddesi olarak tiiketilmeleriyle birlikte bazi
iilkelerde de 6zel giinlerde geleneksel bir gida maddesi olarak tiiketilmektedirler (Hogger,
1988; Momot, 1995; Harlioglu ve Holdich, 2001). Bununla birlikte, diisiik kaloriye sahip
bir protein kaynagi olup, B vitamini, sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum
yoniinden de zengin bir besindir. Ayrica, kerevit etinin C vitamini ve karoten igerigi birgok
ticari balik tiirlinden daha yiiksektir (Harlioglu ve Kopriicii, 2000).

Kerevitlerin yetistirilmesi (astaciculture) esas olarak ABD'nin giiney eyaletlerinde,
Avustralya ve Avrupa'da yapilmaktadir. Uretim seviyeleri iklime gore degisir ancak yilda
40000 ila 60000 ton araligindadir. Ayrica, 6zellikle Kuzey Amerika, Cin, Avustralya,
Kenya, Tiirkiye ve Avrupa'da vahsi dogadan en az esdeger miktarda hasat edilmektedir.
Kerevit yetistiriciligi genellikle ya genis kapsamli (¢iftlik) ya da yari-yogun bir yapiya
sahiptir; yavrularin stoklanmasi (veya kerevitlerin tiikendigi dogal sularin yeniden
stoklanmasi) i¢in yetistirilmesi disinda yogun yontemler nadirdir. Kerevitlerin larvalari
olmadigindan ve politrofik olduklarindan, tiremeleri diger kabuklularla karsilastirildiginda
¢ok daha diisiik olmasina ragmen, tiremeleri nispeten kolaydir (Holdich, 1993).

Astacus leptodactylus, Tiirkiye'de bulunan yerli bir tatli su kerevit tiridiir.
Tiirkiye'nin bir¢cok yerinde gollerde, goletlerde ve nehirlerde yaygin olarak yayilis
gostermektedir. Bu tiir Tirkiye'de ticari 6neme sahiptir ve 1986 yilina kadar bir dizi

Avrupa tilkesine ihrag edilmistir. A. leptodactylusun 1985 yilindan sonra iiretimi, asiri
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avlanma, su kirliligi ve tarimsal sulama i¢in su ¢ekilmesinin yaninda kerevit vebasinin bir
sonucu olarak Tiirkiye'deki gollerin cogunda 6nemli dl¢iide azalmistir (yillik 5000 tondan
200 tona), (Harlioglu ve Barim, 2004; Barim, 2005). Bu nedenlerle kerevitlerin, 6zellikle
anaclarin biiyiime, iiretim ve liremeleri i¢in kaliteli yemlerle beslenmeleri gerekmektedir.
Bu kaliteli bedenme icin A. leptodactylus popllasyonlarinin giftlesme doneminde
biyokimyasal ve fizyolojik sistemlerin nasil degistiginin bilinmesi gerekmektedir (Barim,
2009).

Kabuklular, diger bircok su organizmasi gibi, dogal ortamlarinda yiyecek kitligina
ve uzun siireli agliga maruz kalirlar. Ayrica kabuk degisimi sirasinda, hemen dncesinde ve
sonrasinda periyodik olarak ag¢ kalirlar. Sonug¢ olarak, normal fizyolojik ve biyokimyasal
siireclerinde bazi degisikliklere ugrarlar ve bu beslenmeme déonemlerinde durumlar1 degisir
(Hochachka ve Somero, 1984; Mazlum ve ark., 2011).

Diyet besin kaynagi, karasal ve suda yasayan organizmalarin sagligmi ve
performansin etkiler. Diger raporlar, diyetteki lipid ve protein diizeylerinin serbest radikal
tiretimini ve oksidatif hasar gostergelerini artirdigini gostermektedir. Coklu doymamis yag
asitleri gibi spesifik yag asitlerinin tiiketilmesi, O, lretiminde (Mercier ve digerleri, 2006)
ve serbest radikal aracili lipid peroksidasyonunda (Tocher ve digerleri, 2002) 6nemli bir
rol oynar. Metabolik amino asit gereksinimlerinden fazla diyet proteininin tuketilmesi,
mitokondride ROS iiretimini artirarak oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna neden
olur (Harper, 1994; Benzie, 1996; Zenteno-Savin, 2008).

Reaktif oksijen tirleri (ROS), hem fizyolojik hem de patofizyolojik sinya iletimine
aracilik etmedeki rolleriyle iyi bilinmektedir. Tipik olarak ROS iireten enzimler ve hiicre
alt1 bolmeleri, metabolik diizenleme ile iliskilidir ve metabolik islev bozuklugu ile iliskili
hastaliklar, redoks dengesindeki degisikliklerden etkilenebilir. Oksidatif sinyallesmeyi
hedefleyen tedaviler gelistirmek i¢in, hem fizyoloji hem de patofizyolojide ROS sinyalinin
oynadig1 dengeyi ve bu dengenin manipiilasyonunun ve ROS'un kimliginin hiicresel ve
doku homeostazini nasil etkileyebilecegini anlamak hayati énem tasir. ROS {iretiminin
spesifik kaynaklarinin daha iyi anlasilmast ve ROS'un hiicresel metabolizmay1 nasil
etkilediginin takdir edilmesi, hastaliklar1 tedavi etme c¢abasinda rehberlik edebilir
(Forrester ve ark., 2018).

Reaktif oksijen turleri (ROS), molekiiler oksijenden tiiretilen g¢esitli molekiilleri ve
serbest radikalleri (bir eslesmemis elektronlu kimyasal tiirler) tanimlamak i¢in kullanilan

bir ifadedir. Temel haldeki molekiiler oksijen, dis kabukta (ii¢lii durum olarak da bilinir)



iki eslesmemis elektron igeren bir ¢ift radikaldir. iki tek elektron ayni déniise sahip
oldugundan, oksijen ayni anda yalnizca bir elektronla reaksiyona girebilir ve bu nedenle
kimyasal bir bagda iki elektronla ¢ok reaktif degildir. Ote yandan, iki eslesmemis
elektrondan biri uyarilir ve spinini degistirirse, ortaya ¢ikan tiir (yalmz oksijen olarak
bilinir) giiclii bir oksidan olur, ¢iinkii zit spinlere sahip iki elektron diger elektron
ciftleriyle, 6zellikle de cift elektronlarla hizla reaksiyona girebilir (Turrens, 2003).

ROS, DNA, karbonhidratlar veya proteinler gibi biyolojik makromolekillere zarar
verebilir, boylece bir organizmay1 tehlikeye atabilir (Haliwell ve Gutteridge, 1989).
Mitokondride ROS olusumundan kaynaklanan zararli etkiler, gesitli antioksidan sistemler
tarafindan biiyiikk Olclide engellenmektedir. Siiperoksit, siiperoksit dismutaz SOD adi
verilen bir metalloenzim ailesi tarafindan enzimatik olarak H2O02'ye dontstiiriiliir
(Fridovich, 1995; Turrens, 2003). Canli hiicreler, O, ve H>O, gibi reaktif oksijen tlrlerine
kars1 SOD haricinde de ¢ok aktif enzim savunma mekanizmalarina sahiptir. Buna katalaz
ve glutatyon peroksidaz dahildir. Enzim aktivitesinin seviyes tire ve kas tipine gore
degisir (Decker ve Xu, 1998).

Metal iceren bir enzim olan katalaz CAT, redoks reaksiyonunu destekleyen en
etkili enzimdir: Stperoksit Dismutaz (SOD), stiperoksit anyonunun (O2) H.O, ve O.'ye
doniislimiinii  katalize ederek birincil Onleyici inhibitér olarak gorev yapan bir
metalloenzimdir. Glutatyon peroksidaz (GSH-px), iskelet kasi hiicrelerinin mitokondri ve
sitozoliinde bulunan balik kasinin sulu fazindaki bir bagka yayilma inhibitoridiir. GSH-pX,
indirgenmis glutatyon (GSH) ile lipid peroksitlerin (LOOH) hidrojeninin indirgenmesini
katalize eden selenyum iceren bir enzimdir (Symons ve Gutteridge, 1998). Glutatyon
peroksidaz, hem lipid hem de hidrojen peroksitlerle reaksiyona girebilmesi bakimindan
katalazdan farklidir (Halliwell ve Gutterridge, 1989).

Bitkilerden elde edilen dogal biyoaktif bilesikler, insan sagligini iyilestirmek i¢in
spesifik biyolojik aktiviteler gergeklestirir ve farkli fizyolojik fonksiyonlar1 degistirir (Niaz
ve ark., 2020). Yetiskinlerde yaygin bulasici olmayan hastaliklarin olusumunu en aza
indirmek i¢in bu bilesiklerin kullanimi yayginlasti. Bitki bazli gidalar proteinler, yaglar,
karbonhidratlar, vitaminler ve mineraller gibi besinlerin yani sira bir¢ok fitokimyasal
bilesik icerir. Bitki fitokimyasallari, reaktif oksijen tiirlerine kars1 giiclii antioksidanlardir
ve cesitli saglik yararlar1 vardir (Narzary ve ark, 2016). Bitki besinlerinde ¢ok sayida
fitokimyasal tanimlanabilir ve tek bir bitkide binden fazla farkli fitokimyasal bulunabilir

(Chipurura ve ark., 2013). Farkl: ticari, yerli ve az kullanilan bitkilerdeki fitokimyasallarin



seviyesi farklidir. Farkli ilkelerden bildirilen, 6zellikle yeterince kullanilmayan bitkilerin,
bunlarin, farkli tiirde sagligi gelistirici biyoaktif bilesiklerin potansiyel kaynaklar
olduguna inanilmaktadir (Keyatave ark., 2021).

Sarimsak (Allium sativum Linnaeus), birgok pismis yemegin zorunlu bir pargasi
olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiizyillardir insanoglunda en 6nemli beslenme ve
tibbi rollerden birini oynayan antik bitkilerden biridir (Ourouadi ve ark., 2017).
Antibiyotiklerin ve diger eczane lriinlerinin olmadig1 zamanlarda, genis etki spektrumu
nedeniyle bir sarimsak ampuliiniin kendisi biitiin bir eczacilik endiistrisini temsil ediyordu.
Bu bitkiyle ilgili birgok farkli varsayimdan s6z edilmektedir; bazilari o kadar anlamsizdi ki
zamanla ortadan kaybolmus, bazilar1 ise giinlimiize kadar gelebilmistir. Sarimsaga Rus
penisilini, dogal antibiyotik, bitkisel viagra, bitki tilsimi, rustik theriac, yilan otu vb. gibi
farkl1 isimler verildi (Petrovska ve Cekovska, 2010).

Birgok calisma, sarimsagin bilesimlerini ve terapdtik degerini degerlendirdi.
Sarimsagin baslica fizyolojik rolii, antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, antidiyabetik,
kolesterol diisiiriicti, antiinflamatuar ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nlemedeki potansiyel
roliidiir. Veriler, sarimsagin ana farmakolojik etkilerinin, bitkiler kesildiginde veya
ezildiginde kokusuz Oncililerden enzimatik olarak olusturulan tiyosiilfinatlar gibi
organosiilfiir bilesiklerine ve ilgili bilesiklere atfedildigini gostermistir. Kararsizliklar
nedeniyle, sarimsak kalitesine erismek i¢in organosiilfiir bilesiklerinin profilinin analiz
edilmesi gerekir (Ourouadi ve ark., 2017).

Sarimsagin enzim sistemleri lizerindeki etkileri, sitokrom P-450 rediiktazin
glutatyon S-transferaz inhibisyonunun yikselmesini ve laktat dehidrojenaz aktivitesinin
yiikselmesini igerir. Son arastirmalar, sarimsagin lipid peroksidasyonuna karsi koruma
sagladigin1 gostermistir, bu da ateroskleroz gelisimini azaltabilecegini diisiindiirmektedir.
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve probukol gibi sarimsak ve diger lipofilik
antioksidanlarin da diisiik yogunluklu lipoproteinlerin lipid bilesenlerinin oksidasyonunu
onledigi gosterilmistir (Chung, 2006).

Bitkiler baliklara genellikle farkli yontemler ile direk olarak verilir veya suyun
Ozelliklerini degistirerek baliga etki ettirmek {lizere su ortamina birakilir (Altinterim ve
ark., 2012). Yapilan bir calismada masere sarimsak yaginin, su buhari distilasyonuna ve
taze sarimsaga gore i¢erdigi maddeler agisindan en zengin iirlin oldugunu tespit etmistir.
Ozdllikle tiyosiilfinatlar, vinilditiinler, silfitler ve ajoene gegisleri en yiiksek seviyede elde

edilmistir. Ozellikle allisin (dialiltiyosiilfat) sarimsagin en dikkat ¢ekici maddesidir.



Allisin, antimikrobiyal 6zelligi, bagisiklik hiicrelerinin fagositoz fonksiyonu kolaylastirdig:
ve bakterisit aktivitelerini arttirdigi, ek olarak, dogal dldiiriicti hiicreleri uyardigi, lizozim
ve antikor cevaplarini artirdig bildirilmektedir (Lee ve Gao, 2012; Tal pur ve Ikhwanuddin,
2012).

Allium tuncelianum, Tunceli ili Munzur Daglar1 eteklerinde yer alan Ovacik ve
PUlumir ilgelerinde, yaygin olarak yetisen endemik bir bitki tiiriidiir (Ozhatay, 2002).
Tunceli Sarimsagi olarak bilinen bu endemik sarimsak tiiriinlin kimyasal yapisinin, kiiltiir
sarimsagina (A. sativum) benzer olmasi nedeniyle yore halki tarafindan daglardan toplanip
tamamlayic1 tip alanlarinda kullanilmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda Elazig ve
Tunceli bolgesinde endemik bir bitki olarak yetisen Tunceli Dag Sarimsagi (A.
tuncelianum) yapisinda bulunan fitokimyasal bilesiklerin antibakteriyel ve antikanser
etkilerinin  6nemli oranda oldugu bildirilmistir (Kasim, 2015). A. tuncelianum,
monocotyledonea (tek ¢enekliler) sinifinin, Liliflore takiminda ve Liliaceae familyasinin
Allium cinsi igerisinde yer almaktadir. A. tuncelianum endemik bir bitki tird olup ilk kez
Allium macrochaetum’un bir alt tiirii olarak tanimlanmistir. Ancak daha sonra yapilan
caligmalarda; bunun farkli bir tiir oldugu anlasilmis ve tir diizeyine yiikseltilerek A.
tuncelianum adi verilmistir. A. tuncelianum; tek dislidir, kabuk sayisi kiiltiir sarimsagindan
azdir (1-2 adet) ve baglari 18-20 °C’de uzun siire saklanabilir. Bu 6zellikleri sayesinde,
taze tiikketim ve endiistride kullanim sansina sahip bulunmaktadir (Hirschegger ve ark.,
2010; Kasim, 2015).

Sarimsak yagi uzun yillardir pek ¢ok arastirmada canlilar {izerinde kullanilmistir.
Bununla birlikte kerevitler lizerinde kullanimina pek rastlanilmamistir. Ayrica ¢alismalarda
genellikle soguk sikim yaglar kullanilmakta ve masere yaglar kullanilmamaktadir. Bu
calisgma ile yogun stoklanmis kerevitler {iizerinde Tunceli sarimsaginin antioksidan

etkilerini arastirmay1 amag¢ edinmistir.



2. MATERYAL VEMETOT
2.1. Calismada kullanilan canh materyal
Calismada kullanilacak kerevitler (Astacus leptodactylus) Keban Baraj Goli

Cemisgezek (38°5225" K, 38°55'10" D) ve Pertek (38°49'44" K, 39°16'32" D) Avlak

Sahalarindan pinter aglar1 vasitasiyla avcilik yoluyla elde edilmistir (Sekil 2.1, Resim 2.1)
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Sekil 2.1. Kerevitlerin avlanildigi bolgeler (URL-1, 2017, URL-Z, 2021)

2.2. Kerevitlerin laboratuvar ortamina adaptasyonu

Canli olarak avlanilan kerevitler Munzur Universitesi Su Uriinleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi'ne getirilerek tanklarda stoklanmis ve bir hafta boyunca ortama adapte
olmalar1 beklenmistir. Tanklara kerevitler birakilmadan 3 giin Once tanklar suyla
doldurulmus ve su dinlendirilmistir. Kerevitler tanklara birakilmadan 6nce barinak olarak
kullanmalart i¢in 10 cm uzunlugunda ve 3 cm c¢apinda PVC borular kerevitlere barinak

olmas1 amaciyla tanklara konulmustur (Resim 2.1).



Resim 2.1. Kerevitlerin adaptasyon sirecince tanklarda bekletilmesi

2.3. Deneme ortaminin hazirlanmasi

Denemede laboratuvarda bulunan ebatlarindaki yuvarlak tanklar kullanildi.
Tanklarda havalandirma i¢in hava motorlarina bagli hava hortumlar1 ¢ekilerek tanklarin
havalandirilmast ve kerevitlere gereken oksijen saglandi (Resim 2.2). Tanklara verilen
normal sebeke suyu Oncelikle dinlendirme tanklarinda bekletildikten sonra deneme

tanklarina verildi (Resim 2.3).
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Resim 2.3. Su dinlendirme tanklari



Deneme tanklarindaki yem artiklarinin ve kerevitlerin metabolizma artiklarinin
suyun Ozelliklerini bozmamas1 igin, suyu bir ¢esit filtreleme yapan biotoplar tanklara

birakildi.

Resim 2.4. Biotoplar

2.4. Yemlerin hazirlanmasi

Deneme gruplarinda Giimiisdoga marka 3 mm. ticari alabalik pelet yemi kullanildi
ve yem igerikleri Tablo 2.1°de verilmistir. Calismada kullanilan sarimsak ve Tunceli
sarimsag1 Elazig da yoresel bir saticidan temin edildi. Masere yagin elde edilmesi igin
sarimsaklar 15 giin boyunca aycicegi yaginda (1/10 oraninda) bekletildi. Elde edilen
masere yaglar alabaliklarinin yemlerine % 2 oraninda ilave edildi. Yemler esit oranda

hazirlanarak 2 kg’lik plastik kutulara kapaklar1 kapali olacak sekilde birakildi (Resim 2.6).



Tablo 2.1. Giimiisdoga marka alabalik yemi icerigi

Icerik Miktari

Ham Protein Min %45
Ham Yag Min %20
Ham Seliloz Maks %3
Ham Kl Maks. %12
Nem. Maks %12
Fosfor Min% 1.5
Kasiyum Min-Maks % 1-2
Lizin Min. 1,6 %
MET+KIST Min 1,6 %
Omega3 %1

Omegab % 1.5
EPA+DHA %5

A Vitamini 5000 1U/kg
D3 Vitamini 30 1U/kg

E vitamini 30 mg/kg

C vitamini 125 mg/kg
Metabolik Enerji 4000 Kcal/kg
Sindirilebilir Enerji 4350 Kcal/kg

Resim 2.5. Deneme gruplari i¢in hazirlanan yemler



2.5. Deneme gruplarinin olusturulmasi

Calisma baglamadan Once boylart Olgiildii ve agirliklart tartildi.  Calismada
ortalama canli agirlig1 yaklasik 20 g olan erkek kerevitler (n: 180) kullanildi1 ve ¢alisma {i¢
tekrarlt olarak gergeklestirildi. Kerevitlerin strese girmeleri ve tanklardan disariya
cikmalaria engel olmak amaciyla, tanklarin lizerleri yesil fileler ile kapatildi (Resim 2.8).

Tim ¢alisma boyunca kerevitler sabah ve aksam olmak {izere giinde iki defa
hazirlanan yemlerle 30 giin boyunca beslendi. Yemleme giinliik olarak baliklarin canli
agirliklarinin ortalama % 2’si oraninda uygulandi.

Deneme gruplari,

1. Sade pelet yem verilecek normal stok yogunlugundaki kontrol grubu

2. D1: Pelet yeme % 1 oraninda masere sarimsak yagi eklenmis yemlerin verilecegi yogun
stok grubu

3.D2: Pelet yeme % 2 oraninda masere sarimsak yagi eklenmis yemlerin verilecegi yogun

stok grubu

2.6. Yemlemenin ve denemenin sonlandirilmasi

30 giinliik beslemenin sonunda calisma sonlandirilmistir. Tanklardaki kerevitler
kepgeler ile alinarak iizerinde deneme gruplarinin numarasi yazili poset torbalara (Resim
2.8) birakildiktan sonra diseksiyon islemleri yapilincaya kadar -85 C’lik sogutma

ozelligindeki sogutuculara birakilmiglardir.

2.7. Diseksiyon ve dokularin ¢cikarilmasi

Diseksiyon ve dokularin analize hazirlanmasi islemleri Munzur Universitesi
Biyomiihendislik Laboratuarlarinda yapildi. Kerevit dokularindaki enzim faaliyetlerinin
belirlenmesine yonelik -85 °C'lik derin dondurucuda bir giin tutulan kerevitler ¢ikarilarak 5
saat icinde buzlarinin ¢éziinmesi amaciyla bekletildi. Kerevitler karapaks ile abdomenin
birlestigi yerden ortadan ikiye kesilerek govde ve abdomen ayrilmis oldu. Daha sonra
kerevit karapaksinin alt taraflar1 kesilerek hepatopakreaslar ¢ikarildi ve buradan alinan

hepatopankreaslar hassas terazide tartildi (Resim 2.10). Aymi sekilde abdomenin kabugu
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kesilerek i¢cinden kas dokulari1 ¢ikarildi. Daha sonra 1/5 w/v oraninda 7,4 PH degerine

sahip fosfatla tamponlanmig tuz solusyonu eklendi.

Resim 2.6. Kerevitlerin hepatopankreasinin ¢ikarilmasi

2.8. Antioksidan islemleri

2.8.1. Siipernatantlarin hazirlanmasi

Hepatopankreas ¢ikarildiktan sonra 1/5 w/v oraninda 7,4 pH degerine sahip fosfatla
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi ile yikama iglemi yapilarak iizerindeki dokularin giderilmesi
gergeklestirildi (Resim 2.11). Cozeltinin pH ayarlamasinda sulandirilmis glikoz kullanild
(Resim 2.12).
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Resim 2.7. Tamponlanmis tuz ¢6zeltisinin pH ayarlamasi

Bu islemden sonra homojenizasyon sathasina gecildi ve karaciger pargalar
eppendorf tiiplere konuldu. Homojenizasyon aletinin devir 1sistyla enzimlerin
bozulmamasi i¢in buz kaliplar1 kullanildi. Homojenizasyon isleminde CAT Unidrive

homojenizator aleti kullanildi (Resim 2.13).
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Resim 2.8. Homojenizasyon islemi

Homojenizasyon isleminin ardindan tiipler sogutmali Nuve 800 R (Resim 2.14)
santrifuje konularak, 17000 rpm devir, 15 dakika siire ile santrifiij yapilarak siipernatanlar

olusturuldu.

Resim 2.9. Santrifiij islemi
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2.8.2. Biyokimyasal analizler

Hazirlanan siipernatantlar mikroplate reader cihazinda okunmadan Once
antioksidan kitler ile isleme tabi tutuldu. SOD, MDA, CAT ve GSH-PX andizleri icin BT-
Lab marka kitler kullanildi. Siipernatanlardan otomatik mikropipetler ile alinan numuneler
(Resim 2.15) antioksidan kit kutusundan ¢ikan ve tizerinde 96 adet kuyucuk bulunan
plakaya gruplar dikkate alinarak birakildi. Kitlerdeki prosediirler uygulandiktan sonra
hazirlanan plakalar bilgisayara bagli mikroplaka okuyucuda okundu (Resim 2.16).

Resim 2.10. Numunelerin mikropipetle alinmasi
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Resim 2.11. Bilgisayara bagli mikroplaka okuyucu

2.9. Istatistiksel analizler
Bu tez calismasinda elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde

SPSS 20.0 paket programi kullanilarak, ANOVA c¢oklu degiskenli Duncan’s testi

uygulanmistir. Sonuglar “a, b, ¢” harfleri ile ifade edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Biyokimyasal yanit

3.1.1. Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Slperoksit dismutaz (SOD) analizleri kasta ve hepatopankreasda ayri1 ayri yapildi.
Kas analiz sonuglarinda iki deneme grubuda birbirine ¢ok yakin D1 23,176+0,112 U/ml ve
D2 23,384+0,370 U/ml rakamsal degerlerde bulundu. Kontrol grubunun degeri ise
21,056+0,209 U/ml rakamsal olarak daha diisiik seviyelerde bulundu (Tablo 3.1). Iki
deneme grubu arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmazken (P>0,05), deneme gruplari ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark vardi (P<0,05, Sekil 3.1).

Hepatopankreas analiz sonuglarinda da kasta elde edilen degerlerde oldugu gibi,
deneme gruplar1 arasinda rakamsal olarak birbirine yakin (D1 30,804+0,110 ve D2
30,502+0,757U/ml), kontrol grubu daha diisiik degerde (26,422+0,600 U/ml) tespit edildi.
Gene kas grubunda oldugu gibi deneme gruplari arasinda istatistiki fark yoktu (P>0,05)
fakat deneme gruplart ile aralarindaki fark anlamliydi (P<0,05, Sekil 3.2).

Hem kas ve hem de hepatopankreas analiz sonuglari farkli oranlarda eklenen
Tunceli sarimsagmin kerevitlerin SOD mekanizmalarinda olumlu sonuglar verdigini

gostermistir.

Tablo 3.1. Siiperoksit dismutaz analiz sonuglari

Kontrol D1 D2
SOD-KAS 21,056+0,209% 23,176+0,112° 23,384+0,370°
SOD-HEPATO 26,422+0,6007 30,804+0,110° 30,502+0,757°

DMBA ile indiiklenmis rat dokularinda SOD enzim aktivitesinin diigmesi anlamli
azalma olarak kabul edilmistir. DMBA ile indiiklenmis ratlara verilen antioksidatif
madddelerin SOD enzim diizeylerini artirmalar1 da anlamli bir artis olarak ifade edilmistir
(Kutlu ve ark., 2018; Singh ve Shukla, 1998). Calismamizdan elde edilen sonuglara gore;
tipki katalaz aktivitesinde oldugu gibi, A. tuncelianum'un diisiik dozunun verildigi grupta,
kontrol grubu ve sadece DMBA verilen hasta gruba gore istatiksel olarak anlamli artig
(P<0.01) oldugu gozlendi. Ayrica TDS yiiksek dozu verilen grup; E vitamini verilen grupla

kiyaslandiginda ise, istatiksel olarak anlamli artisin (P<0.05) var oldugu goriildii. Bu
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sonuca gore; A. tuncelianumun diisiikk dozu iyi bir antioksidan 6zellik gosterirken, yuksek
dozu ise prooksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir. A. tuncelianumun diisiik dozunun
verildigi grup, E vitamini verilen grupla kiyaslandiginda; A. tuncelianumun diisiik
dozunun, standart bir antioksidan olan E vitamininden daha yiksek SOD aktivitesi
gosterdigi anlasilmaktadir (Kasim ve Kutlu, 2019).

Bu calisma ile yukaridaki ¢calisma uyumlu degildir. Yukaridaki ¢alismada Tunceli
sarimsag1 katki orami arttikga etkisi ters yonde azalmistir. Bu calismada ise tam tersine
katki arttikga SOD degeri de yiikselmistir. Bu durum farkli canlilar ve farkli stres
faktorlerinin bulunmasindan, hatta farkli organlar iizerinde inceleme yapilmis olmasindan
kaynaklanabilir. Diger taraftan bu c¢alismada kullanilan doz kerevitler i¢in prooksidan

seviyesinde olmayabilir.

b
b
a I
KONTROL % 1'lik va 2'lik
Deneme Gruplan
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Sekil 3.1. Siiperoksit dismutaz kas analiz sonuglar1 grafigi
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Sekil 3.2. Siiperoksit dismutaz hepatopankreas analiz sonuglar1 grafigi

3.1.2. Katalaz (CAT) aktivites

Katalaz (CAT) analizleri de kasda ve hepatopankreasda ayr1 ayr1 yapildi. Kas analiz
sonuglarinda deneme gruplar1 sonuglarinin birbirine rakamsal olarak ¢ok yakin oldugu
(D1; 15,556+£0,349 ve D2; 15,266+0,178 nmol/dk/m), kontrol grubu degerinin
(16,268+0,722 nmol/dk/m) ise daha yiliksek oldugu gozlemlendi (Tablo 3.2). Bununla
birlikte gruplar arasindaki istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (P>0,05, Sekil 3.3).

Hepatopankreas analiz sonuglarinda da hem kontrol ve hemde deneme gruplar
rakamsal olarak birbirine ¢ok yakin (K; 23,694+0,455 nmol/dk/m, D1; 23,296+0,383
nmol/dk/m ve D2; 22,822+0,419 nmol/dk/m) olarak bulundu ve aralarinda istatistiksel
olarak dabir fark tespit edilmedi (P>0,05, Sekil 3.4).

Hem kas ve hem de analiz sonuglar1 yeme eklenen Tunceli sarimsagi masere

yaglarinin katalaz aktivitesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini1 gostermistir.

Tablo 3.2. Katalaz (CAT) analiz sonuglari

Kontrol D1 D2
CAT-KAS 16,268+0,722% 15,556+0,349% 15,266+0,178%
CAT-HEPATO 23,694+0,455% 23,296+0,383? 22,822+0,419%
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Sekil 3.4. Katalaz (CAT) hepatopankreas analiz sonuglar1 grafigi

Akpmar (2021) 151k stresine maruz kalan kerevitlere ¢orekotu katkili yemler
vererek yaptigr calismada, en kotlii sonu¢ tamamen aydinlatilan ve ¢orek otu katisi
verilmeyen yemle beslenen tam aydinlik grupta gerceklesmistir. CAT hepatopankreas
degerlerinde 2 numarali deneme grubunda en yiiksek degerler elde edilir iken, CAT kas
degerlerinde ise diger sonuglarda oldugu gibi 7 numarali grup degerleri en yiiksek ¢ikti.

Bu ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Hem Akpinar 2021°de hem de bu
calismada kontrol gruplarinda rakamsal olarak em kotii degerler katkisiz yem gruplarinda
¢ikmis olmakla beraber, deneme gruplart sonuglar1 da istatistiksel olarak farkli bir sonug

vermemistir.
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DMBA ile indiiklenmis rat dokularinda katalaz enzim aktivitesinin diigmesi anlaml1
azalma olarak kabul edilmistir. DMBA ile indiiklenmis ratlara verilen antioksidatif
maddelerin ise, azalan katalaz enzim aktivitesini yiikseltmeleri anlamli artma olarak rapor
edilmistir (Solmaz, 2011; Takim, 2015). Kasim ve Kutlu (2019) DMBA ile birlikte A.
tuncelianumiun diisiik dozunun verildigi grupta; sadece DMBA verilen hasta gruba gore,
istatiksel olarak anlamli bir artma (P<0.01) belirlenmistir. DMBA ile birlikte A.
tuncelianumun diisik dozunun verildigi grup, DMBA ile birlikte A. tuncelianumun
yiiksek dozu verilen grupla kiyaslandiginda, istatiksel olarak anlamli (P<0.01) bir artis
bulunmustur. Yine DMBA ile birlikte A. tuncelianumun diisilk dozunun verildigi grup;
DMBA ile birlikte E vitamini verilen grupla kiyaslandiginda da istatiksel olarak anlamli
(P<0.001) bir artis s6z konusudur. E vitamini grubunda ise; kontrol grubuna gore azalma
anlamli (P<0.05) olarak bulunmustur. Bu sonuca goére; A. tuncelianumun diisiik dozu
antioksidan, yiiksek dozu ise prooksidan aktivite gostermistir denilebilir. A. tuncelianum'un
diistik dozunun verildigi grup, E vitamini verilen grupla kiyaslandiginda ise; A.
tuncelianum'un, standart bir antioksidan olan E vitamininden daha yuksek aktivite
gosterdigi goriilmektedir.

Bu calismada tam tersi bir durum séz konusudur. Istatistiksel olarak farkli olmasa
da, rakamsal olarak A. tuncelianum katkili yemler ile beslenen kerevitlerin CAT degerleri
yukselmek yerine diigsmiistiir. Bu farklilik farkli canlilarin {izerinde farkli etkiye sahip

olmasindan veya farkli organlarda farkli etkiye sahip olmasindan kaynaklanmis olabilir.

3.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) aktivites

Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) sonuglart SOD sonuglarina benzer bir durum
sergilemistir. Kas analiz sonuglarina bakildiginda, deneme gruplarinin rakamsal olarak
kontrol grubundan (K; 6,728+0,403 U/mg) daha yiiksek ve birbirine ¢ok yakin oldugu (D1,
8,560+0,167 U/mg ve D2; 8,950+0,086 U/mg) tespit edildi (Tablo 3.3). Deneme gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir farka rastlanilmazken (P>0,05), kontrol grubu ile
aralarindaki farkin anlamli oldugu goriildii (P<0,05; Sekil 3.5).

Kas analizine benzer sonuglar hepatopankreas sonuglarinda goriildii. Deneme
gruplar1 rakamsal olarak birbirine ¢ok yakin (D1; 7,182+0,094 U/mg ve D2; 7,110+0,220
U/mg) ve kontrol grubu degerinden (K; 5,898+0,331 U/mg) yiiksek olduklar1 tespit edildi.
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Dene gruplan arasinda istatistiki bir fark yoktu (P>0,05) ve deneme gruplari kontrol
grubundan istatistiksel olarak farkliydi (P<0,05; Sekil 3.6).
GSH-PX analiz sonuglar1 yeme eklenen Tunceli sarimsaginin degerleri yiikselterek

faydali oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) analiz sonuglari

Kontrol D1 D2
GSH-PX-KAS 6,728+0,403° 8,560+0,167" 8,950+0,086"
GSH-PX-HEPATO 5,898+0,331? 7,182+0,094° 7,110+0,220°
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Sekil 3.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) kas analiz sonuglar1 grafigi
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Sekil 3.6. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) hepatopankreas analiz sonuglari grafigi
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Barim (2009) E vitamini katkili yemler ile kerevitlerde besleme ¢alismasi
yapmistir. E vitamini takviyeli yemlerle beslenen kerevitlerin GSH-Px aktivites
hepatopankreas ve kasta vitamin E ile anlamli olarak yiikselmistir.

Bu calisgmada E vitamini yerine magere Tunceli sarimsagi kullanilmakla birlikte,
Barim (2009)’da oldugu gibi GSH-PX degerleri deneme gruplarinda anlamli bir sekilde
yiikselmistir.

3.1.4. Malondialdehit (MDA) aktivites

MDA kas analizlerine bakildiginda en diisiik degerin D2 grubunda (2,088+0,089
MM) oldugu, onu D1 grubunun takip ettigi (2,43440,110 uM) ve en yliksek degerin kontrol
grubunda (3,376+0,213 pM) oldugu goriildii (Tablo 3.4). Deneme gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak farkin olmadigi, control grubundan ise istatistiksel olarak farkli
olduklar tespit edildi (Sekil 3.7).

Hepatopankreas sonuclarinda da kas grubuna benzer durum goriildii. En diisiik
MDA degeri D2 grubunda (4,354+0,143 pM), ikinci olarak D1 grubunda (4,696+0,192
HM) ve en yiiksek degerin kontrol grubunda (6,768+0,112 pM) oldugu gézlemlendi (Sekil
3.8). Deneme gruplari arasinda istatistiki olarak bir fark olmazken, deneme gruplar ile

kontrol grubu arasinda istatistiki bir farkin oldugu saptanda.

Tablo 3.4. Malondialdehit (MDA) analiz sonuglari

Kontrol D1 D2
MDA-KAS 3,376+0,213% 2,434+0,110° 2,088+0,089°
MDA-HEPATO 6,768+0,1122 4,696+0,192° 4,354+0,143°
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Sekil 3.7. Maondialdehit (MDA) kas analiz sonuglar1 grafigi
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Sekil 3.8. Malondialdehit (MDA) hepatopankreas analiz sonuglar1 grafigi

Akpmar (2021) 151k stresine maruz kalan kerevitlere ¢orekotu katkili yemler
vererek yaptig1 calismada, en kotlii sonu¢ tamamen aydinlatilan ve ¢orek otu katist
verilmeyen yemle beslenen tam aydinlik grupta gerceklesmistir. Lipid peroksidasyon
seviyelerini diistirme agisindan katkili yemlerin ise olumlu sonuglar verdigi ve ozellikle
%?2’lik karisimlarda en etkili sonuglarin alindig1 goriildii.

Bu ¢alismada da sonuglar benzer olup, %2 oraninda masere sarimsak yagi eklenen

grupta en iyi sonuclar elde edilmistir.
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Barim (2009) E vitamini katkili yemler ile kerevitlerde besleme ¢alismasi
yapmustir. E vitamini takviyeli yemlerle beslenen kerevitlerin hepatopankreas, yumurtalik
ve kaslarinda MDA aktivitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmiustiir.

Bu caligmada da benzer sekilde katkili yemler ile beslenen kerevitlerin hem kas
hem de hepatopankreas dokularinda MDA seviyesi 6nemli dl¢lide azalmistir.

Kasim ve Kutlu (2019) 7,12-dimethyl benzanthracene (DMBA) ile indiklenen
ratlara Tunceli Dag Sarimsagi (A. tuncelianum) ve vitamin E uygulamasinin, rat bagirsak
dokusundaki lipit peroksidasyon ve antioksidan enzim aktivitelerine etkisinin
belirlenmesini  amaglamislardir. Sonug olarak A. tuncelianumun ratlarin  bagirsak
dokusunda, antioksidan enzim aktivitelerini ve lipit peroksidasyonunu olumlu bir sekilde
degistirdigi belirlendi. Boylece oksidatif hasara karsi, enzim aktivitelerini diizenleyerek ve
lipit hasarini onleyerek katki saglayabilecegi kanaatine varildi.

Bu calismada kan ve doku yapisi tamamen farkli olan bir canli ile ¢aligma
yapilmistir. Bu farka ragmen, Tunceli sarimsaginin farkli canlilar iizerinde olumlu

etkilerinin oldugu gorilmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Tunceli sarimsagi masere yaginin oksidatif stresin giderilmesinde kerevitler
tizerinde de 6nemli roliiniin oldugu ortaya ¢ikmistir.

Elde edilen bu sonuclara gore dnerilerimiz;

Bitkilerin hayvan yem katki maddesi olarak kullanilmasi onemlidir ve daha
denenmis pek ¢ok bitki bu konularda denenmelidir.

Masere yaglarin etkilerinin oldukg¢a faydali oldugu goriilmiistiir. Masere yaglarin
elde edilmesi soguk sikim yaglara gore ¢ok daha kolay ve hem de daha ekonomiktir.
Tiiketiciler masere yag konusunda bilgilendirilmeli ve 6nerilmelidir.

Tunceli sarimsag1 kerevitler iizerinde ilk defa ¢alisilmistir. Bagka c¢alismalarda
farkl1 canli tiirleri tizerinde de calisilmalarin yapilmasi faydali olabilir.

Daha sik ve rahat bulunan bitki tiirlerinin ¢alisilmast hem sektére ve hem de
ekonomiye blylk kazancglar saglayacak, ayni zamanda bu canlilarin insan gidasi olarak

kullanimlarinda sentetik antioksidanlara gore avantajlar saglayacaktir.
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