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OZET

Amag: Hormonlar ile eset elementler arasinda 6nemli bir
iliski vardir. Eser elementler konsantrasyonlarina bagh
olarak hayvan ve insan yagami lizerine faydali ve zararl
etkilere sebep olabilir. Bu ¢alismada, GnRH agis1 (Repro-
Bloc™) uygulanan disi sicanlarin 6. ve 16. aylarina ait kan
plazmalarinda, makro ve eser element duzeylerindeki
degisimin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismada 50 adet disi Wistar Albino
sican kullanilmistir. Deney grubundaki her sicana GnRH
agisindan 200 pl kas ici tek doz olarak uygulanmigtir.
Alinan  kan plazma O6rneklerine gerekli islemler
uygulandiktan sonra ICP-OES (inductively-coupled
plasma-optic emission spectroscopy) cihazinda analiz
edilerek Cu, Fe, Mn, Zn, Se, K, P, Ca, Mg clementlerinin
duzeyleri tespit edilmistir.

Bulgular: Calismada eser elementlerden Zn, Mn, Se
diizeylerinin ilk 6 aylik strecte, Cu, Mn dulzeylerinin ise
16 ayhk strecte istatik olarak anlamli degisiklikler
gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). Makro elementlerde,
ilk 6 aylik sirecte Ca, P elementleri, 16 aylik stirecte ise
Ca, Mg element diizeyleri istatik olarak anlamli sonug
vermistir (p<0.05).

Sonug: Calismada, sicanlara uygulanan GnRH asisinin
makro element ve eser element dizeylerine etki ettigi
ortaya ¢ikmistir.

Anahtar Kelimeler: Eser element, Makro element,
GnRH asisi, Sican, ICP-OES

Girig

Hormonlar vicut agirligl, metabolizma, istah,
biylime, gelisme ve ureme faaliyetleri gibi bircok
6nemli olayr etkileyen yasamsal Oneme sahip
kimyasal maddelerdir. Salg1 bezlerinden
salgilandigt gibi diger hicrelerden de salgilanan
hormonlar genellikle kan yoluyla tasinarak etki

ABSTRACT

Objectives: There is a significant relationship between
hormones and trace elements. Trace elements can cause
harmful and beneficial effects on animal and human life
depending on their concentrations. In this study, it was
aimed to investigate the changes in macro- and trace
element levels in blood plasmas of 6th and 16th months
of GnRH vaccination (Repro-Bloc ™) female rats.

Materials and Methods: 50 female Wistar Albino rats
were used in the study. Each rat in the experimental
group was administered a single 200 pl intramuscular
dose of GnRH. The levels of Cu, Fe, Mn, Zn, Se, K, P,
Ca, and Mg eclements were determined by analyzing the
collected plasma samples using inductively coupled
plasma-optical emission spectroscopy (ICP-OES).

Result: It was determined that zinc, manganese and
selenium levels of the trace elements showed statistically
significant changes in the first 6 months and Cu and Mn
levels were statistically significant (p<0.05). In the macro
elements, Ca, P elements in the first 6 months period and
Ca and Mg element levels in 16 months period gave
statistically significant results (p<0.05).

Conclusion: In the study, it was revealed that the GnRH
vaccine administered to rats affected macro-element and
trace element levels.

Key Words: Trace element, Macro element, GnRH
vaccine, Rat, ICP-OES

edecegi organlara ulagir ve orada etkilerini gbsterir.
Ozellikle tiremede rol alan GnRH hormonu dogal
olarak hipotalamustan sentezlenir ve
adenohipofizden gonadotropik hormonlarin (FSH
ve LH) sentez ve sekresyonunu uyarir. Bu nedenle
bu hormon hem erkek hem de disi Gremesinde
onemlidir (1).
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Gunitimuzde gerek evcil gerekse yabani hayvan
sayisinda istenmeyen artislar gorilmektedir. Bu
nedenle etkili ve glivenli kontraseptif yéntemlerin
kullanimi1 zorunlu hale gelmistir (2).

Bir¢cok hayvan sahibi istenmeyen ciftlesmelerin
engellenmesinde kimyasal ajanlart; glvenilirlik,
etkinlik ve maliyet acisindan sirurjikal yontemlere
tercih etmektedir. Bu yoéntemler fertiliteyi geri
dontsumli olarak engellemektedir.

Progestagenler, androgenler ve Gonadotropin
Releasing  Hormon  (GnRH)  analoglarinin
kullanimini  iceren hormonal uygulamalar, ya

dogrudan hormon-reseptér iliskisini keserek ya da
dolayli olarak olumsuz geri bildirim yolu ile
tremenin denetlenmesinde etkilerini gosterir (3).

GnRH hormonuna karst gelistirilen asinine,
gonadotropik hormonlarin sekresyonunu azaltarak
veya engelleyerek etkisini gosterdigi belirtilmistir.

Gonadotropik hormonlarin sekresyonunun
azalmast veya engellenmesi gonadal dokularin
atrofisine, gametogenezisin inhibisyonuna ve
dolay1styla reprodiktif davraniglarin

gbérilmemesine neden olmaktadir. Asilanan bir
bireyin asilama sonrast ortalama 12 ay kadar steril
kaldig1 ve dolasimdaki immunglobulin seviyesinin
dismesini  takiben yetenegini  tekrar
kazandigr ifade edilmistir. Fertil déneme geri
déniise izin veren immunokontraseptif asilarin
etkin oldugu, sistemik yan etkisi bulunmadigt, tek
uygulamada bagart sagladigi ve diger yontemlere
kiyasla olduk¢a ucuz oldugu iddia edilmistir (2).

ureme

Agir metallerin yiksek konsantrasyonlarinin tim
canlilar  Uzerine  olumsuz  etkileri  oldugu
bilinmesine ragmen, agir metallerin ve eser
elementlerin treme kapasitesi tzerindeki etkileri
tam olarak aciklanamamistir (4). Eser elementler
konsantrasyonlarina baglt olarak hayvan ve insan
yasami Uzerine faydali ve zararli etkilere sebep
olabilitler. Eser elementler, vicudumuzda sentezi
mimkin olmayan, mutlaka disartdan alinmast
gereken temel besin 6geleridir. Hiicre korunmasi,
saglikli kemik ve cilt yapist icin Onemlidir. Eser
elementler ayni zamanda kan basinci, kalp ritmi,
kas fonksiyonlar, vicuttaki sivi dengesinin
muhafazasi, ireme ve daha pek ¢ok fonksiyonda
6nemli rol oynar. Bu eclementler, vicutta
antioksidan  olarak gbérev  yapmalar, ¢esitli
enzimlerin kofaktéri  olmalar asimilasyon
islemine katilmalarindan dolayr 6nemlidir. Ayrica
metalloenzim ve metalloproteinlerin  yapisal
bileseni olarak ve membran icinde dengeleyici
olarak yer almaktadirlar (5).

ve

sicanlarda Uremenin non-
recombinant antijenik

Bu calismada; disi
sirurjikal  kontroliinde,

ovalbumin-GnRH fiizyon protein molekilinin
cytosine phosphodiester guanine
oligodeoxynucleotide (CpG ODN) adjuvanti ile
birlestirilmesi sonucunda elde edilen bir GnRH
asist (Repro-Bloc™), uygulanan sicanlarda 6. ve
16. aylarda makro ve eser element degisiminin
arastirtlmast amaglanmistir.

Gerecg ve Yontem

Hayvan Materyali: Calismanin hayvan
materyalini, Van Yiziincii Y1l Universitesi Deney
Hayvanlari Unitesinde bulunan yaklasik 3-4 aylik,
250-300 gram agirhiginda ve gebe olmayan

Wistar Albino disi ve erkek sicanlar olusturmustur.
Yaklasitk 16 ay devam eden calismada; hayvanlarin
yeri ve hayvan basina disen barinma ve bakim
kosullar1 bu tnitede uygulanan standartlara gore
saglanmistir. Calismaya alinan 50 adet disi sican;
35 adet deney grubu ve 15 adet kontrol grubu
olarak ikiye ayrilmistir. Calisma i¢in Van Yizincl
Yil Universitesi Yerel Etik Kurulundan 31.03.2011
tarih ve 03 say1 karari geregince izin alinmistir.

Asinin Uygulanmasit: Deney grubundaki her,
sicana calismanin bagsinda enjektable formdaki
GnRH agisindan (ReproBloc™), 200 pl hacimde
(Amplicon Vaccine, L.L.C. tarafindan o6nerilen
doz) tek doz kas i¢i uygulanmistir. Kontrol
grubundaki 15 sicana da yine kas igine asinin
hacmi kadar steril serum fizyolojik (pH: 7.2)
enjekte edilmistir.

Kan Alma: Kan almadan 6nce periton i¢ci Ketamin
(Ketalar, PFIZER) enjeksiyonu uygulanarak genel
anestezi  uygulanmustir.  Anesteziden  sonra
sicanlarin kalbinden EDTA’L  tiplere  kan
alinmistir. Kan 6rnekleri sogutmali santrifiijde 4

°C’de 1600 d/dk da 20 dakika santrifiij edilerek
analiz icin kan plazmalar ayrilmistir. Kan alma
islemi 6. ay ve 16. aylarda gerceklestirilmistir. Elde
edilen plazmalar makro ve eser element analizleri
yapilincaya kadar -20 °C’de saklanmistir.

Biyokimyasal Calisma: Caligmada Papageorgiou
ve ark’nin (6) metodu bazi modifikasyonlarla
kullanilmistir. Dondurulan plazma O6rneklerinden
Iml cam tiplere alinarak %0651tk HNOj; (Merck,
Germany)’ den %3’Tik HNOj; ¢6zeltisi hazirlanip
Iml eklenerek  2000-3000 rpm’de  santrifdj
yapilmistir. Tuplerde kalan partikiiller stzilerek
ayrildiktan sonra tUzerine 1ml %71’lik Triton-X
eklenerek deiyonize saf su ile hacim 10 mlye
tamamlanmistir. Hazirlanan karisimlarda Cu, Fe,
Mn, Zn, Se, K, P, Ca, Mg clementlerinin diizeyleri
ICP-OES  (inductively-coupled  plasma-optic
emission spectroscopy) Thermoscientific ICAP
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6000 Series) (0.005ppm detectable limit) cihazi ile
analiz edilmistir.

Istatik Analiz: Calismamizdaki siirekli degiskenler
icin tanimlayicr istatistikler; Ortalama ve Standart
Sapma olarak ifade edilmistir. Siirekli degiskenlerin
bakimindan grup ortalamalarini  kargilastirmada
Mann Whitney U test kullanilmistir.
Hesaplamalarda istatistik anlamlilik dizeyi %5
olarak alinmis ve hesaplamalar icin SPSS (IBM
Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.)
istatistik paket programi kullanilmistir.

Bulgular

Calismada GnRH asist uygulanan disi sicanlarin ve
kontrol gruplarinin 6. ve 16. aylarinda alinan

kanlarindan elde edilen plazma 6rneklerinde Cu,
Fe, Mn, Zn, Se, K, P, Ca, Mg elementlerinin
diizeyleri belirlenmistir.

Altinct ayda plazma 6rneklerinde Mn, Zn, ve Se
eser elementlerinin diizeylerinin kontrol grubuna
gbre istatik olarak anlamli farkliliklar gosterdigi
g6rilmustiir. Makro elementler olarak ise P ve Ca
dizeylerinin istatik acidan anlamli oldugu tespit
edilmistir (Tablo 1) (Graf.1-2).

On altinct ayda ise Cu ve Mn eser elementlerinin
diizeylerinin istatik olarak farkliik g&sterdigi
gbzlenmistir. Makro elementlerden ise Ca ve Mg
elementlerinin  diizeylerinin istatik olarak farkls
oldugu belirlenmistir (Tablo 2) (Graf.1-2).

Tablo 1. Disi sicanlarin 6. ay makro ve eser element dizeyleri (ug/ml)

Deney grubu Kontrol Grubu
Ort t ss Ort & ss
Eser Elementler
Cu 0,891%0,167 1,155£0,095
Fe 1,142£0,309 5,260%0,704
Mn 0,137£0,047* 0,225%+0,001*
Zn 0,163%£0,119* 0,170%£0,014*
Se 0,086%0,019* 0,100%£0,001*
Makro Elementler
K 97,169£17,398 84,42510,001
P 78,4931£18,992* 118,850%£0,001*
Ca 48,226%6,977* 51,440£0,525*
Mg 2,028%2,209 4,642%2.095
*p<0.05

SS: Standart Sapma
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Grafik 1. Makro elementlerin 6. ve 16. aylardaki degisimi.
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Tablo 2. Disi sicanlarin 16. ay makro ve eser element duzeyleri (ug/ml)
Deney grubu Kontrol Grubu
Ort £ ss Ort £ ss

Eser Elementler
0,962%0,242*

0,822+0,032%
1,280%0,090
0,148+0,008*
0,251+0,215
0,064+0,006

100,098%3,349
115,359+14,212
41,312+1,032*
0,808+0,053*

Cu
Fe 1,339+0,504
Mn 0,156£0,055*
7n 0,485+0,802
Se 0,092%0,041
Makro Elementler
K 145,008£163,664
P 78,064+29,138
Ca 45,86617,294*
Mg 3,187%2,416*
“p<0.05

SS: Standart Sapma

Konsantrasyin pug/ml
(¥ ]
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Grafik 2. Eser clementlerin 6. ve 16. aylardaki degisimi.

Tartigma

pek  ¢ok

Eser  elementler  organizmada
biyokimyasal ve metabolik reaksiyonlarda yer alan
ve bagisiklik sistemi icin gerekli olan ¢ok S6nemli
elementlerdir. Hayvanlarin ihtiya¢ duydugu eser
element gereksinimi yag, tretim seviyesi, hamilelik
ve laktasyon doénemi gibi varyasyonlarla degisim
gbsterir (7). Normal biiyiime ve yagsamuin strekliligi
icin makro ve eser elementlerin organizmalarda
mutlaka bulunmast gerekir. Metabolizmadaki eser
element diizeyi hormon sistemi i¢in de oldukca
onemlidir. Hormonlar ile eser elementler arasinda
onemli bir iliski vardir. Eser elementler hem
hormon metabolizmasina karisir, hem de hormon
fonksiyonundaki bozukluklar eser eclementlerin
kan ve dokulardaki dizeylerini degistirebilir (8).

Ergenlik dénemi 6ncesi siirecte bulunan bufalolara
Buserelin acetate uygulanarak plazma mineral (Ca,
P, Mg, Zn, Cu, Co, Fe ve Mn) dizeylerinin
incelendigi bir c¢alismada, sadece Cu ve Co
diizeylerinin degistigi tespit edilmistir (9). GnRH-
antagonisti ile intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
yapilan bir c¢alismada serum ve folikiler sivida
(Cd, Pb, Hg, As, Cu, Zn, Fe) element diizeyleri
tespit edilmigtir. Pb'nin kan konsantrasyonlari ve
Cu'nun folliktler sivi konsantrasyonlarinin treme
donglsti  lzerine  Onemli  etkilere  sahip
olabilecegini tespit etmislerdir (10). Maldonado ve
ark. (11), Holstein ineklerine hem eser element
(Cu ve Zn) hem de GnRH enjeksiyonu yaparak
ineklerin treme ve folikil gelisiminin incelendigi
calismada, ineklerde folliktler ve korpus luteum
gelisiminde eser element enjeksiyonun gebelik
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oranint artirmak icin uygun bir yol olabilecegi
kanisina varmislardir. Bu alanda yapilan bir diger

calisma ise peripubertal dénemde bulunan
bogalara farkli dozlarda Zn, Cu, Mn ve Co
elementleri uygulanarak endokrin  sistemdeki

degisimler incelenmistir. Calismada, her bir grupta
Testosteron konsantrasyonlarinda artis ve pubertal
bogalarda LH oraninin prepubertal bogalara gére
azalmis oldugunu tespit etmislerdir (12). Hormon
metabolizmasina karisan bu eser elementlerden
¢inko en 6nemlilerinden birisidir (8). Yaptugimiz
calisma da bu durumu destekler sonuclar elde
edilmistir. GnRH asisindan sonraki 6 aylik stirecte
Zn diizeyinin kontrol grubuna gére anlaml disis
gbsterdigi  g6rulmustir (p<0.05). Asinin  etkisi
azalinca 16 aylik siirecte bu fark ortadan
kalkmistir. Bu durum literatir ile uyumlu olarak
Zn elementinin treme hormonlari metabolizmast
tizerinde ne kadar etkili oldugunu géstermektedir.
Guntumizde, ¢inko elementinin 300’den fazla
enzimatik reaksiyon ile gen ekspresyonunda rol
alan 2000’den fazla proteinin yapisinda bulundugu
bilinmektedir (8).

Bakir elementi de, demir ve cinko elementinden
sonra vicutta bulunan dglinct biyuk eser
elementtir. Bazi hormonlarin  aktivitesindeki
degisikliklerin bakir metabolizmasini da etkiledigi
bilinmektedir (13). Yumurtaliklarinda folikiler
atrezi olan kegilerin eser element (Zn, Cu, Mn, Fe)
dizeylerindeki  degisikliklerin  incelendigi  bir
calisma  yapidmustir.  Bu  calismada,  eser
elementlerin  fertilite  iyilestirme  planinda
kullanilabilecek temel veriler sagladig belirtilmigtir
(14). Yaptigimiz calismada da Cu diizeyi, ilk 6 aylik
asamada daha disik degerde iken siirecin
devaminda aginin  etkisinin  azalmastyla artig
g6stermistir. Bu durum tim vicutta, Ozellikle
elektron tasima sisteminde etkili olan Cu gibi
6nemli bir elementin GnRH agsisinin  etkisiyle
baskilandigint gésterebilir.

Adedara ve ark. (15) yaptg: bir ¢alismada ratlara
Mn ve As elementleri uygulanarak hipofiz-gonad
baskilamasi yapilmaya ¢alistlmistir. Calismada tiim
sicanlarda sperm miktarinda ve kalitesinde belirgin
bir azalma oldugu tespit edilmigtir. Erkek
tavsanlara Kisspeptin uygulamasi yapilarak eser
element (Zn, Cu, Mn, Fe, Co) konsantrasyonlart
ve Testosteron salinimi arasindaki  baglantiy:
belirflemek amaclt yapilan bir c¢alismada, eser
elementlerin diizeylerinin korunmasinin hem insan
hem de hayvan dogurganligt icin ve infertilite
sorunlarinin  tedavisinde 6nemli goérevi oldugu
gb6rilmistiir (16). Bufalolara GnRH uygulamast
yapilarak eser element (Cu, Co, Zn, Fe, Mn)
dizeyleri arastirilan bir diger ¢alismada da saglikli

gelisim ve Ureme i¢in eser element ihtiyacini
karsilamak amacli minerallerin, glinliik beslenmede
mutlaka alinmasi gerektigi sonucuna varilmistir
(17).  Mangan, glutamin sentetaz, piruvat
karboksilaz, ayni zamanda kofaktér olarak ¢cinkoyu
da kullanan superoksit dismutaz gibi enzimlerin
bilesiminde bulunur. Mn igeren siiperoksit
dismutaz  hiicreyi, kimyasal maddelerin
radyasyonun neden oldugu karsinojenesize karst
korur. Laboratuar hayvanlarinda Mn eksikliginde;
biiyime geriligi, kemiklerde yapisal ve kimyasal
anormallikler,  disilerde  kisitlik lipit
metabolizmasinda bozukluklar gézlenmistir (18).
Yaptgimiz calismada literatir ile uyumlu olarak
Mn duzeyinin her iki grupta da anlaml
degisiklikler gosterdigi g6rilmustiir.

ve

ve

Dogada yaygin olarak bulunan selenyum; insan ve
hayvan organizmalarinin normal gelismesi icin
gerekli olan esansiyel eser elementlerden birisidir.
Bazit  calismalarda  hormon  aktivitesindeki
degisikliklerin, selenyum diizeylerinde de 6nemli
farkliliklara yol actigr gézlenmistir (19). Sicanlarda
selenyum  eksikliginin  testis morfolojisi  ve
fonksiyonu tzerine etkilerinin arastirildigi  bir
calisma yapilmustir. Calismada, testis
morfolojisinin  ve fonksiyonlarinin  selenyum
eksikliginden etkilendigi ve selenyum elementinin
testosteron biyosentezi, spermatozoa olusumu ve
normal gelisimi i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir
(20). Pinealektomi ve melatonin uygulamasinin,
stcanlarin kan ve ¢esitli dokularindaki elementleri
nasil  etkilediginin  arasturildigi  bir  calisma
yapilmistir. Calismada pinealektominin sicanlarin
kan ve ¢esitli dokularinda element metabolizmasint
o6nemli sekilde bozdugu, melatonin uygulamasinin
ise vicut element metabolizmast Gzerinde
diuzenleyici  bir  etkiye  sahip  olabilecegi
gosterilmigtir (21). Yaptigimiz calismada ise Se
elementi degerinin 6 aylik strecte dustigi
gbzlenirken, 16 aylik strecte Se degerlerinde artis
gbzlenmistir. Bu durum hormon metabolizmasinin
Se elementi tzerine ne kadar etkili oldugunu
g6stermektedir.

Kalsiyum, viicutta en ¢ok bulunan ve mutlaka
alinmasi gereken Onemli bir elementtir. Ayrica

bircok  enzimin kofaktéridur. Fosfor (P),
kalsiyumdan sonra, vicutta bulunan, ikinci buytk
elementtir. Fosfor; karbonhidrat, protein ve

yaglarin metabolizmasinda goérevli olan makro
besin 6gesidir (22). Magnezyum, sinir iletimi, kas
kontraksiyonu 300’den  fazla enzimatik
reaksiyona katilan bir makro elementtir (23).
Magnezyum viicutta miktar bakimindan dérdiinci,
intraseliiler olarak ise potasyumdan sonra ikinci en
cok bulunan katyondur. Butin hicrelerde

ve
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bulunmakla birlikte kemikte, kasta ve yumusak
dokularda konsantrasyonu daha yiksektir (23).
Miyom ve uterin kanserli hastalarda eser
elementlerin dokudaki seviyeleri ile ilgili yapilan
bir calismada. Uterin kanser dokusunda normal

uterin dokuya kiyasla Ca ve Mg
konsantrasyonunda anlamli bir artis gézlenmistir
(24). Ostrojen, 1L 6 flizerine etki ederek

osteoklastin rezorbe edecegi kemigin derinligini
ayarlar. Ayni zamanda dolayli yoldan vitamin D
sentezini etkileyerek bagirsaktan Ca emilimini
regiile etmektedir. Bu duruma paralel olarak
calismamizda her iki grupta da Ca diizeyinin istatik
olarak kontrolden daha disik olmasinin GnRH
hormonundan ne kadar etkilendigini
gostermektedir. AT + GnRH (20pg) karisiminin 3
aylik stire ile ineklere uygulandigi bir calismada
makro (Ca, P, Mg) ve mikro (Zn, Cu, Fe, Co, Mn)
element diizeyleri incelenerek, sadece Zn ve Cu
dizeylerinde degisim tespit edilmistir (25). Bu
veriler 15181nda sundugumuz ¢alisma sonuglarinin,
diger calisma sonuglarina gére anlamli ¢itkmast;
takip stresinin daha uzun ve kullanilan dozun
daha yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Calisma sonucunda, tek doz GnRH asisindan
sonrast 6. ayda eser elementlerden Zn, Mn, Se
dizeylerinde ve 16. ayda ise Cu, Mn diizeylerinde
istatik olarak anlamli degisiklikler g6sterdigi tespit
edilmistir. Ayrica makro elementlerden Ca, P
dizeylerinde 6. ayda, Ca, Mg element diizeylerinde
ise 16. ayda istatik olarak anlamli sonu¢ vermistir.
Sonu¢ olarak; GnRH asisinin makro element ve
eser element diizeylerine etki ettigi, uygulanan doz
miktart ve kullanim siiresine bagli olarak da
hormon sistemine midahalelerin metabolizmada
uzun sireli etkilere sebep oldugunu digunitlebilir.
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