GOKKUSAGI ALABALIGI
(Oncorhynchus mykiss, W.)’ NDA ART POLENININ
ANTIOKSIiDAN VE iMMUNOSTIMULAN ETKIiSIiNIN
ARASTIRILMASI
Yassir YONTURK

) YUKSEK LiSANS TEZi
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dal

Danmisman: Do¢. Dr. M. Enis YONAR

ARALIK-2017



T:C
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss, W.)’ NDA ARI POLENININ
ANTIOKSIDAN VE IMMUNOSTIMULAN ETKIiSININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
Yassir YONTURK

(121128102)

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 07 Kasim 2017
Tezin Savunuldugu Tarih : 30 Kasim 2017

Tez Damismani:  Dog. Dr. M. Enis YONAR (F. 0) W/W

Diger Jiiri Uyeleri:  Prof. Dr. Sibel KOPRUCU (F.U) — bt

Yrd. Doc. Dr. Unal iSPiR (1.U)

KASIM-2017



ONSOZ

Bu tez ¢alismasinin tiim asamalarinda yardimlarini1 esirgemeyen danisman hocam
sayin Do¢. Dr. Muhammet Enis YONAR’a, arastirmanin yiiriitiilmesi i¢in gereken
altyapiy1 saglayan Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Dekanligi’na, ¢alismay1 maddi
yonden destekleyen Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) Ydnetim

Birimine tesekkiir ederim.

Yassir YONTURK
ELAZIG- 2017



Sayfa No

ONSOZ ..ottt ettt I

| (00 1\10) D) 341 51 ) 2 S I
L0 7/ 0t V

SUMMARY .itiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieiieittttiettetttetisstecessnsssssssassnssssens Vi

SEKILLER LISTEST ..ovuiuniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteneentereereereeneerneseeseessenenns VIl
TABLOLAR LISTESI ..ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiininicccinititnienen e VIII
1. GIRIS oottt ereea e s eneeaenanes 1

1.1. Literatlir Bil@IST ....ooviiiiii i 2

1.1.1. POIBRL ....oueniieneeeeee e o o e e oo s s e e e e e o o SRS oo oo e 0enenn 2

1.1.2. Baliklarda Immun Sistem .............ooiiiiiiiiiiiiie e, 4

1.1.3. Paroksanaz ve Arilesteraz ...........c...cocoiiiiiiiiiiiiiin e

1.14. Baliklarda Serbest Radikaller ve Antioksidanlar ............................. 9

1.1.4.1. Lipid Peroksidasyon ve Malondialdehit (MDA) ..................ccceeeeeeee.. 10
1.1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri ... 12
1.1.5.1. GIULALYON .o e 12
1.1.5.2. Glutatyon Peroksidaz .............coooiiiiiiiiiiii e, 13
1.1.5.3. Glutatyon-S-Transferaz ...........coooiiiiiiii e, 14
2. MATERYAL VE METOT .iuiiuiiiiiiniieiieriesniiasieceesnssnssssessnsen. 16
2.1. Materyal .....ooooiii 16
2.1.1. AN - 11815 00 B A< o E PSP 16
2.1.2. Balik Materyali ..........oooiiiiiiiiiii e eieeeee. 16
2.1.3. Polen OrneKIErT ...........oouueieii i, 16
2.1.4. Arastirmada Kullanilan Arag-Geregler ve Kimyasal Maddeler .............. 17
2.2. A T 20
2.2.1. Polen Orneklerinin Analizi ................ccccoeevieiiniiiiiieeeieeeee. 20
2.2.2. Deneme Yemlerinin Hazirlanmast ...................cocoiiiiiiviiiiee. 20
2.2.3. DeneYSel PIan ........covviiiiiic s 20
2.2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Almast ....................oveveveveveveveveieeeee.. 21
2.2.5. Hematokrit (Ht) Diizeyinin Belirlenmesi ............cccccoviiiiniiiiiinn. 22
2.2.6. Oksidatif Radikal Uretiminin (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) 22

Belirlenmesi

ICINDEKILER



2.2.7.
2.2.8.
2.2.9.

2.2.10.
2.2.11.
2.2.12.
2.2.13.
2.2.14.
2.2.15.

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.

Toplam Protein (TP) Diizeyinin Belirlenmesi ...............................
Toplam Immunoglobulin (TI) Diizeyinin Belirlenmesi .....................
Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE) Aktivitesinin Olgiilmesi ......
Malondialdehid (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi ................ccccoueenee
Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyinin Belirlenmesi ...........c.ccccovvvirnnen.
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Olgilmesi .....................
Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesinin Belirlenmesi ..........c.........
Protein Diizeyinin Belirlenmesi .........c.ccoccvvveeiiiiiiiiiiiiecee e
Istatistiksel ANAliZIEr..............cc.eiiiiiiiiieeeeeee e
131 0] DL€ B Y N
Polen OrneKlerinin ANAlizi .............ccouveiiieeieeeeeeeeeeeiee e
Hematokrit (Ht) Diizeyindeki Degisimler ..........ccccoveviiiiinnciiieniinine

Oksidatif Radikal Uretimindeki (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)
DEGISIMICT ...eiviiiieieiee e

Toplam Protein (TP) Diizeyindeki Degisimler ....................ccoveeee.
Toplam Immunoglobulin (TI) Diizeyindeki Degisimler ....................
Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE) Aktivitesindeki Degisimler..
Malondialdehid (MDA) Diizeyindeki Degisimler ...........cccocvvvervnnennn.
Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyindeki Degisimler ............cccccoeviinnne.
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesindeki Degisimler ................
Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesindeki Degisimler ....................
SONUCLAR ve TARTISMA ..cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeecnnn.
ONERILER .....ccooiiiiiiiiimiiiiiiiiiiiienneeeeeceeccttneeeeeseseens
KAYNAKLAR iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietietitiiiestetesasseseecnces
[0Y/€) 0l | 1SRN

22
23
23
23
24
24
24
24
25
25
26

27
27
28
28
29
30
31
32
33
39
40
52



OZET

Bu calismada; gokkusagi alabaliginda bazi immunolojik ve oksidan/antioksidan
parametreler {izerine ar1 poleninin etkisi arastirildi. Aragtirmada; ortalama agirligir 100 £+ 10
g olan toplam 120 adet gokkusagi alabalig1 kullanildi. % 1, % 2 ve % 4 oraninda polen
igeren yemler 21 giin siireyle baliklara verildi. Deneme sonunda baliklardan alinan kan ve
doku (karaciger, bobrek ve dalak) orneklerinde immunolojik parametreler (hematokrit
diizeyi, oksidatif radikal tiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi), total protein ve
total immunoglobulin diizeyleri) ile oksidan/antioksidan parametreler (paraoksonaz ve
arilesteraz enzim aktiviteleri, malondialdehit ve rediikte glutatyon diizeyleri, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon-S-transferaz aktiviteleri) i¢in analiz edildi.

Kontrol grubuna gore polen uygulanan gruplarin hematokrit, oksidatif radikal
iretimi, total protein ve immunoglobiilin diizeylerinde istatistiksel olarak onemli bir artig
tespit edildi (p < 0,05). Kontrol grubuna gore polen uygulanan gruplarin doku
malondialdehit diizeylerinin diistiigii, rediikte glutatyon diizeyleri ve glutatyon peroksidaz
aktivitelerinin ise arttig1 belirlendi (p < 0,05). Polen uygulanan gruplarin paraoksonaz,
arilesteraz ve glutatyon S-transferaz aktivitelerinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel
herhangi bir farklilik bulunmadi (p > 0,05).

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Ar1 poleni, Bagisiklik, Balik, Oksidatif stres.



SUMMARY

Investigation of Antioxidant and Immunostimulant

Effect of Bee Pollen on Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, W.)

In this study, effects of bee pollen on immunological and oxidant/antioxidant
parameters of rainbow trout (O. mykiss) were investigated. In the research, total 120
rainbow trout that averagely weighted 100 £ 10 g were used. Diets containing % 1, % 2
and % 4 pollen were given to the fish for 21 days. Blood and tissue (liver, kidney, and
spleen) samples were collected at the end of the experiment and analysed to determine the
immunological parameters (haematocrit level, oxidative radical production (nitroblue
tetrazolium-NBT activity), total plasma protein and total immunoglobulin levels) and
oxidant/antioxidant  status (paraoxonase and arylesterase enzyme activities,
malondialdehyde and reduced glutathione levels and glutathione peroxidase and
glutathione-S-transferase activities).

There was a statistically significant increase in haematocrit level, oxidative radical
production, total protein and immunoglobulin levels of pollen-treated groups when
compared to the control group (p < 0.05). The tissue malondialdehyde levels of the pollen-
treated groups were decreased, while the reduced glutathione levels and the glutathione
peroxidase activities were increased when compared to the control group (p < 0.05). No
statistically significant change in the paraoxonase, arylesterase and glutathione S-
transferase activities was observed between the pollen-treated groups and the control group
(p > 0.05).

Key Words: Antioxidants, Bee pollen, Fish, 1munity, Oxidative stress.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artigina paralel olarak, insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan
protein kaynaklarinin sinirli olmasi dikkatleri su {irlinlerine yoneltmistir. Su {irlinleri
acisindan su kaynaklarindan yararlanma avcilik ve yetistiricilik seklinde olmaktadir.
Gelisen teknolojiyle birlikte sanayilesmenin artmasi, denizlerin ve i¢ sularin giderek
kirlenmesine ve bu kaynaklardan yararlanma oraninin en az diizeye inmesine yol
acmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda iilkemizde ve diinyada kiiltiir balik¢iligina verilen
Onem bir hayli artmistir.

Yasadiklart ortamdan dolayr baliklar, birgok enfeksiyonla dogal olarak
karsilagmaktadir. Yetistiriciligin yogun olarak yapildigi yerlerde enfeksiyoz hastaliklar
baliklar i¢in biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Bir balikta baslayan hastalik ¢ok kisa
zamanda digerlerine bulagmakta ve yayilmaktadir (Ellis, 1988; Arda vd., 2005).

Baliklarda goriilen hastaliklarinin tedavisi igin ¢esitli kemoterapdtik maddeler uzun
zamanlardan beri kullanilmaktadir. Ancak kemoterapétiklerin 6nemli yan etkilerinin
olmasi, baliklarda 6zellikle bobrek ve karaciger basta olmak iizere bagirsak ve deri gibi
organlarn tahrip etmesi, kaslarda birikerek insanlara ge¢cmesi, bakterilerin bu ilaclara karst
diren¢ kazanmasi ve dibe ¢okerek sedimentasyon olusturmasi, immun sistemi supresif
yonden etkilemesi, kisa bir siire i¢in etkili olmasi, oksidatif strese neden olmasi ve
antioksidan mekanizmay1 baskilamasi, biitiin enfeksiyonlara karsi kullanilamamasi bu
ilaglarin kullanimini sinirlandirmaktadir  (Grondel vd., 1987; Bjorklund vd., 1991; Uno
vd., 1993; Inglis vd., 1996; Sakai, 1999; Arda vd., 2005; Saglam ve Yonar, 2009). Bu
yiizden enfeksiyoz hastaliklarin kimyasal maddeler kullanilarak kontrol altina alinmasinda
onemli problemlerle karsilagilmistir. Bu nedenle son zamanlarda hastaligin ¢ikmasini
engelleyecek korunma Onlemlerinin  alinmasi, asilama, dogal ya da sentetik
immunostimulanlar ile baliklarin direncini azaltarak hastaliklarin olusumuna neden olan
stres faktorlerine kars1 antioksidanlarin kullanilabilirliligi konusu bir hayli 6nem
kazanmustir. Diger taraftan yetistiricilik kosullarinin zaman zaman yetersizligi baliklarda
strese neden olmaktadir. Bu da bagisiklik sisteminin etkinligini azaltabilmektedir. Bu
yiizden hastalik olugsmadan alinacak 6nlemler biiylik 6nem tagimaktadir.

Tohumlar olugsmadan 6nce agan cigeklerin, orta kisminda erkek iireme organlarinin

bascik boliimiinde bulunan ve bitkinin tiim kalitsal 6zelliklerini tasiyan, kiigiik hiicrelerden



olusan tozlar polen olarak isimlendirilmektedir. Cigekli bitkilerin erkek cinsiyet hiicreleri
olan polen, disi organin tozlasmasi gérevini yapar. Arilarin biiylimesi ve salgi bezlerinin
gelismesi i¢in gerekli olan baslica protein kaynagi polendir. Ar1 kolonisinin yavru iiretip
devamliligin1 saglamasi ancak polenle miimkiin olabilmektedir. Polenler bitkilerin
ciceklenme donemleri boyunca goriiliirler ve ¢igek tozu olarak da adlandirilirlar. Genelde
sar1 renkli olup kremden siyaha kadar degisen farkli renklerde de olabilirler (Cankaya ve
Korkmaz, 2008). Polen antibakteriyel, antifungal, antikarsinojenik ve antioksidan
Ozelliklere sahip immunomodulatér yapida bir madde olup, icerdigi besin maddeleri
nedeniyle son zamanlarda oldukca fazla dikkat ¢cekmektedir (Yang vd., 2007; Eraslan vd.,
2009; Xu vd., 2009; Abbass vd., 2012). Polenin yapisinda esas olarak yiiksek oranda
protein ve karbonhidrat bulunmakla birlikte yag asitleri, vitaminler, mineral maddeler,
enzimler ve aminoasitler yapilan analizler sonucunda belirlenmistir. Ayrica polende
karotenoidler, steroidler, flavonoidler ve renk maddelerinin varligi da kanitlanmistir
(Abbass vd., 2012).

Balik hastaliklar1 nedeniyle meydana gelen ekonomik kayiplar su fiirlinleri
sektorlinlin gelisimi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Glinlimiizde balik hastaliklarinin
bir¢ogunun tedavisi i¢in halen etkin bir ¢dziim gelistirilememis olmasi ve var olan tedavi
yontemlerinin ise baliklar icin ekstra bir stres kaynagi olmasi, bilim adamlarini balik
hastaliklarina karst imminostimulanlarin kullanimin1 aragtirmaya ve balik sagligim
arttirmaya sevk etmistir (Ergoniil vd., 2012).

Bu aragtirmada immunostimulan ve antioksidan 6zellikteki ar1 poleninin baliklarda
kullanilabilirliliginin, baliklara oral yolla verilecek ar1 poleninin farkli dozlardaki olumlu
veya olumsuz etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Bu tez calismasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

(FUBAP) tarafindan SUF.17.03. nolu proje olarak desteklenmistir.
1.1. Literatiir Bilgisi
1.1.1. Polen
Cicek tozu anlamina gelen polen, bitkilerin ¢igeklenme donemleri boyunca goriilen

sar1, kirmizi, mor, yesil ve siyaha kadar degisen farkli renklerde olabilen ¢ok ¢ekirdekli

haploit kromozoma sahip disi organin tozlagsmasimi saglayan ¢igekli bitkilerin



(Angiosperm) erkek iireme organinda (stamen) olusan erkek gametofitlerdir (Gtilhan,
2014; Fisne, 2016; Tiumerdem 2016). Polenler vejetatif ve generatif olmak iizere iki
hiicreden meydana gelmis n kromozomlu mikrosporlardir (Fisne, 2016). Polenler
mikrospor ana hiicresinin mayoz boliinme gecirmesiyle olusur. Boylece dort haploid hiicre
yani tetratlar meydana gelir. Tetrattan ayrilan mikrosporlar polen tanesi olarak
adlandirtlirlar (Timerdem, 2016).

Polenin esas gorevi ayni tiiriin disi tireme organina (ginekeum) ulasip; ovaryumdaki
yumurtanin déllenmesini saglamak ve boylece neslin devamliligini gerceklestirmektir.
Baharla birlikte cicekler agmaya baslayinca, cigekler arasinda tozlasmalar da baglar.
Tozlagma, polenlerin ¢igegin disi organina tasinmasi olarak bilinir. Cigekli bitkilerin %
20’si polenlerini riizgdr yoluyla tasirken (anemogam), digerleri polenlerini bdcekler
(entomogam), kuslar (ornitogam) veya diger etmenler yoluyla tasir veya ulastirirlar.
Bocekler igerisinde poleni en etkili sekilde toplayan bal arilaridir ve topladiklari polene
kendi salgilarint da eklediklerinde ar1 poleni olusur (Fisne, 2016). Polinasyon igin ¢igekli
bitkilerin arilara, arilarin da yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in besinsel ihtiyaglarini
karsilamada ¢igeklere ihtiyaglar1 vardir. Yapilan arkeolojik arastirmalarda bu iki canli
grubunun birlikte evrimlestigini gosteren kanitlar bulunmustur. Arilar, nektar ve polen
toplamak i¢in yiizlerce ¢igegi ziyaret etmektedir. Topladiklart nektar1 karbonhidrat kaynagi
olarak, polenleri ise protein kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Bu nedenle, polenin bitkisel
zenginligi ve kalitesi arilarin gelisim siireglerinin yani sira ¢ogalmalarinda da temel
faktordiir. Bal arilarinin polen kaynaklari bulunduklari dogal floradir. Floranin polen
degeri ise bolgede bulunan polenli bitki tiirlerinin ¢esitliligi, yogunlugu ve cigeklenme
stiresinin uzunlugu ile iligkilidir (Giilhan, 2014).

Insan metabolizmas1 icin ¢ok degerli besin maddelerini iceren polen, yiiksek
derecede protein ve karbonhidrat kaynagi olmasinin yanisira zengin vitamin ve mineral
madde deposudur (Giilhan, 2014). Polenin kimyasal igerigini, aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar, lipidler (doymus ve doymamis yaglar ve onlarin tiirevleri), sekerler ve su
olusturmaktadir. Ayrica polenler ¢esitli vitaminler, organik asitler, mineraller ve elementler
bakimindan da oldukc¢a zengin hiicrelerdir. Polenlerde A vitamini, B1 vitamini, B2
vitamini, B3 vitamini, B5 vitamini, B6 vitamini, B9 vitamini B12 vitamini, C vitamini, D
vitamini, E vitamini, biyotin, K vitamini ve folik asit bulunmaktadir. Polenlerde bulunan
baslica aminoasitler; sistin, lisin, triptofan, histidin, fenilalanin, arjinin, metiyonin, 16sin,

izolosin, glutamin ve valin’dir. Bu aminoasitlerin polendeki oranlart %7-30 arasinda



degisiklik gostermekte olup, polen igerisinde en fazla bulunan aminoasitler 16sin (%7.1) ve
lisin (%6.4), en az bulunanlar ise triptofan (%1.4) ve metiyonin (%1.9)' dir (Giilhan 2014
Tiimerdem, 2016). Dogada bulunan 31 yag asitinden 16's1 polenlerde de belirlenmis olup,
bunlardan en 6nemli olan1 palmitik asit’tir. Bunu myristik, linoleik, oleik, stearik ve diger
asitler izlemektedir. Fruktoz, sukroz ve glukoz gibi sekerler de polenlerde farkli oranlarda
bulunan karbonhidratlardir. Ayrica polenlerde polisakkaritlerden; kalloz, pektin, seliiloz ve
lignin de 6nemli miktarda bulunmaktadir (Timerdem 2016). Mineral ve iz element
bakimindan olduk¢a zengin olan polen igeriginde; kalsiyum, fosfor, demir, bakair,
potasyum, magnezyum, manganez, silis, siilfiir, sodyum, nikotinamid, iyot, klorin, bor ve
molibden bilinen mineraller arasinda yer alip, iz elementlerden ise aliminyum, titanyum,
¢inko ve nikel bulunmaktadir. Bunun yanisira gesitli madensel tuzlar, karotenoidler,
steroidler, esansiyel yag asitleri ve hormon benzeri biiylime faktorleri, diastaz, fosfataz ve
amilaz gibi degerli enzimler ile renk pigmentleri de tespit edilmistir. Ar1 polenin yapisinda
bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler; giiglii antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflammatuvar, antikarsinojen, vazodilatdr, antiallerjik, antiviral, c¢evresel
kontaminantlara kars1 koruyucu fonksiyonlara sahip olma gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler

gosterirler (Giilhan, 2014).

1.1.2. Bahiklarda immun Sistem

Baliklar bulunduklari ortam nedeni ile bir¢ok patojen mikroorganizma ile kars
karstyadir. Ancak viicudun savunma sistemi patojen mikroorganizmalar1 etkisiz hale
getirdiginden bu karsilasmanin ¢ok az bir kismi tehlikeli sonuglar dogurmaktadir.
Baliklarin immun sisteminin memeliler ile birbirine benzedigi bildirmistir. On bobrek,
timus ve dalak baliklarin en 6dnemli immun sistem organlaridir. Baliklarda vertebranin iki
yaninda yerlesmis olan bdobrek, 6n ve arka bobrek olmak {iizere iki lob halinde
goriilmektedir. On bobrek 6nemli bir hematopoetik organ olup, morfolojik olarak yiiksek
vertebratlardaki kemik iligi ile benzerlik gostermektedir. On bdbrek, antikorlarin bol
miktarda iretildigi yerdir. Timus, solungaclarin dorsolateral bdlgesinde yerlesmis ve
genellikle bir ¢ift lobdan olugsmus, T hiicrelerinin gelismesinin basladigi énemli bir lenfoid
organdir. Timusun en Onemli gorevi yabanci antijenlere karst yanit verebilecek
lenfositlerin ¢ogalmasini saglarken, viicudun kendi antijenlerine karsi reaksiyon

verebilecek lenfositleri ortadan kaldirmaktir. Antikor yanitina yardimer olmak timusun
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diger bir onemli gorevidir. Dalak, kirmiz1 ve beyaz pulpa olarak ayrilmistir. Kirmizi pulpa,
organin 6nemli bir kismin1 teskil etmekte ve makrofaj ile lenfosit hiicre populasyonunu
kapsamaktadir (Ellis, 1981; Ellis, 1988; Van Muiswinkel, 1992; Dalmo vd., 1997; McL
Pres ve Evensen, 1999; Sakai, 1999; Magnadottir vd., 2005; Magnadottir, 2006).

Immun sistem diger canlilarda oldugu gibi baliklarda da spesifik ve non-spesifik
bagisiklik olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (Ellis, 1981; Van Muiswinkel, 1992; Dalmo
vd., 1997).

Baliklarda spesifik bagisikligin en Onemli elamanlar1 immunuoglobulinlerdir.
Glikoprotein karakterinde olup B lenfositlerinin baskalasimi sonucu olusan, plazma
hiicreleri tarafindan sentezlenip antijenlerle birleserek spesifik bir reaksiyon veren
immunuoglobulinler, diger bir ifadeyle antikorlar, baliklarda serumda, doku sivilarinda,
sindirim kanalinda ve mukusta bulunmaktadir. Memelilerde IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD
olmak iizere bes immunoglobulin sinifi bulunmasina ragmen (Diker, 1998; Arda vd.,
1994), baliklarda bunlardan sadece IgM’ nin varligi kesin olarak belirlenmistir (Darson,
1981; Tizard, 1992). Bunun disinda immun sistemi gii¢lendirilmis Carassius carassius’
larda 1gG benzeri (Roberts, 1978), Myxinidae ailesine ait baliklarda ise molekiil agirlig:
118 kDa olan ve IgN adi verilen, IgM benzeri ikinci bir immunoglobulinin var olabilecegi
ifade edilmistir. Kikirdakli baliklarin serumunda IgM’ nin pentametrik (19 S) ve
monometrik (7 S) formlari; kemikli baliklarda ise tetrametrik (17 S) ve monometrik
formlar1 bulunur (Tizard, 1992).

Baliklarda non-spesifik bagisiklik ise viicudun enfeksiyonlara karsi cevap
vermesini saglayan, enfeksiyonun meydana gelmesini engelleyen veya geciktiren deri,
mukus, gastrointestinal bolge, fagositik hiicreler gibi bir¢ok faktérden ibarettir.

Yiiksek omurgalilarinkinden farkli olarak baliklarin derisi, keratin igermeyen
epidermis hiicrelerinden olusur. Saglam derinin epitel oOrtiisii mikroorganizmalarin girisini
onleyen Onemli ve 1yi bir bariyer gorevi gormekte dolayisiyla bircok patojenik
mikroorganizma saglam deriden geg¢ememektedir. Deri ve solungaglardan salgilanan
mukus sayesinde epitel hiicrelerin sayis1 artmaktadir. Bu epitel hiicreler,
mikroorganizmalara karsi viicudun ilk savunma hattin1 olustururlar (Ellis, 1981; Demir,
1992; Arda vd., 1994).

Balik ile cevresi arasinda koruyucu bir tabaka gorevi goéren mukusun miktari,
cevredeki patojen mikroorganizmalarin artmasi, fiziksel ve kimyasal tahrigler ve

enfeksiyonlara tepki sirasinda artar. Mikroorganizmalarin viicuda girebilmeleri i¢in kivam
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olarak ¢ok yogun ve akiskan olan mukusu ge¢mesi ve epitel hiicrelere tutunmasi gerekir.
Mukoid tabakanin devamli hareket halinde olmasi mikroplarin hiicrelere direk temasinm
zorlastirmaktadir (Ellis, 1981; Arda vd., 1994). Derideki mukus komponentleri;
antimikrobiyal sistemde Onemli etkiye sahip olmaktadir. Mukus, patojenlerin
yikimlanmasinda 6nemli bir etkiye sahip olan pentraksin gibi lektinler, komplement
proteinleri, antibakteriyel peptidler ve IgM gibi immun parametreleri icermektedir
(Magnadottir., 2006).

Gastrointestinal sistem, besinlerin sindiriminde gorevli organlar grubu olarak
bilinmesine ragmen yapilan arastirmalar sonucunda bu goérevinin yani sira viicudun gesitli
etkenlere karsi korunmasinda da etkili oldugu belirlenmistir. Gastrointestinal bdlge
mikrobiyal invazyon i¢in bir bariyer gorevi goriir. Cevredeki kuvvetli patojenlere karsi
midenin diisiik pH’s1, safra, tripsin ve pepsin gibi enzimlerin salgilanmasi bu sistemin
immun sistem agisindan 6nemli gorevlerindendir (Ellis, 1981; Dalmo vd., 1997).

Baliklarda non-spesifik savunmanin anahtar hiicrelerini, graniilositler ve
monositler/makrofajlar olusturmaktadir. Baliklardaki non-spesifik sitotoksik hiicreler
(NCC) memelilerde bulunan dogal o6ldiiriicii hiicrelere (NK) emsal olarak kabul
edilmektedir (Dalmo vd., 1997). Memelilerde oldugu gibi baliklarda da graniilositler
noétrofil, eozinofil ve bazofil olmak iizere ii¢ farkli hiicre tipine ayrilmistir. Baliklarda
notrofillerle birlikte, az olmakla beraber eozinofil ve bazofillerin varligi ispatlanmistir
(Ellis, 1977; 1981).

Fagositik hiicreler diger canlilarda oldugu gibi baliklarda da non-spesifik savunma
mekanizmalarinin en 6nemli unsurunu olusturur. Fagositik hiicreler, makrofajlar ve
notrofiller olmak iizere iki tip olup, makrofajlar baliklar ve diger omurgalilarda immun
sistemin en Onemli elemanidirlar. Makrofajlar bir¢ok dokuda bulunmasina ragmen lenf
diigtimleri, dalak ve karacigerde fazladir. Bunlar viicutta humoral ve hiicresel savunma
mekanizmalarinda ve diger immunolojik aktivitelerde direkt veya dolayl olarak onemli
gorevler Ustlenirler. Makrofajlar 6zellikle 1-10 pm boyutundaki partikiilleri, hiicresel
atiklar1 ve viicuttaki 6lii ve hasta hiicreleri yutup viicuttan uzaklastirarak immun sisteme
katkida bulunurlar. Makrofajlar nétrofillerden daha ge¢ fagositoza baglamalarina ragmen
Omiirleri boyunca siirekli fagositoz yapabilirler. Fagositik hiicrelerin ikincisi olan
notrofiller ise baliklarda bobreklerde ve az miktarda dalakta bulunurlar (Ellis,1981; Diker,
1998). Balik nétrofillerinin memeli nétrofillerine morfolojik ve histokimyasal boyama

bakimindan benzedigi ifade edilmektedir. Baliklarda nétrofillerin fagositik aktivitesi kesin



olarak agiklanmis olsa da geliskili ifadeler de vardir (Ellis, 1977; 1981). Omegin; Ellis
(1976) pisi baliklarinda (Pleuronectes platessa) nétrofillerin karbon taneciklerini fagosite
edemedigini bildirirken, gokkusagr alabaliginda deneysel olarak olusturulan yara
iltihaplanmasinda makrofajlarin ve nétrofillerin fagositozu kesin olarak gosterilmistir (Finn
ve Nielson, 1971). Peleteiro ve Richards (1990), gokkusagi alabaligi epidermisinde
fagositik hiicrelerin birkag tipinin varligini tespit etmislerdir.

Baliklar da memeli fagositlerinin gergeklestirdigi solunum patlamasi (respiratory
burst) aktivitesine benzer bir savunma olusturabilirler. Fagositik hiicrelerin metabolik
aktivitelerinde, bir uyariyla karsilasildigi zaman hizli oksijen (O;) tiikketimine bagl olarak
artis gozlenir. Bu artis1 ifade etmek icin “metabolik™ veya “respiratory burst (RB)” ifadesi
kullanilmistir (Babior, 1978). RB, kemotaktik hareketinin baslangicindan itibaren baslar ve
fagositoz olaymin sonuna kadar devam eder. Bu mekanizma, O tiikketimindeki belirgin
artis ve bunun sonucu olarak siiperoksid (O7) radikalinin aktivasyonu ile karakterizedir
(Diker, 1998).

Ayrica baliklarda sitokinler, interferonlar ve yirmi serum proteinin olusturugu
komplement sistem, NK hiicreleri (dogal 6ldiiriicii hiicreler), tripsin, lizozim, CRP(C-
reaktif protein), seruloplazmin, lizozim, transferin, Kkitinaz, katepsin, ve proteinaz
inhibitorleri gibi c¢esitli antimikrobiyal maddeler non-spesifik humoral bagisiklikta
gorevlidir (Jolles ve Jolles, 1984; Grinde vd., 1988; Murai vd., 1990; Nakanishi vd., 1991;
Dalmo vd., 1997; Ellis, 1999, Jiang vd., 2004; Lange vd., 2004a; Lange ve dig., 2004b;
Magnadottir vd., 2005).

1.1.3. Paraoksonaz ve Arilesteraz

Ayni gen tarafindan kodlanan ve karacigerde sentezlenen paraoksonaz,
arildialkilfostafaz sinifi bir ester hidrolaz enzimidir. Kolinesterazlarin giiglii bir inhibitorii
olan paraoksonaz, hem arilesteraz (ARE; E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (PON;
E.C.3.1.8.1) aktivitesi gosterir. Fizyolojik substrat(lar)’t heniiz tam olarak
tanimlanmamakla birlikte PON’un organofosfat bilesiklerinin hidrolizini katalizlemektedir.
Bu nedenle PON ksenobiyotikler ve toksikolojik ¢alismalar i¢in biiyiik onem tagimaktadir
(Baskol ve Kose, 2004). Kolinesterazlarin gii¢lii bir inhibit6rii olan parationu hidrolize
edebilme yetenegindeki PON, diizopropil florofosfat gibi organik fosforlu insektisitlerle

ayni kimyasal grupta yer alan tabun, sarin gibi sinir gazlarmin, gesitli karbamatlarin ve
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daha birgok aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini katalizlemektedir. Baglangicta
sadece organofosfatli bilesiklerin hidrolizini katalizledigi diisiiniilen bu enzimin daha sonra
ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarda, vaskiiler disfonksiyon ve endotel hasarinin
Oonlenmesinde etkili oldugu yapilan ¢alismalarla aciga ¢ikarilmistir (Giilhan, 2014).

Ik olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan serumunda PON' un varligi
belirlenmistir. PON' un aktivitesinden sorumlu genin multigen ailesinin bir tiyesi oldugu,
insanlarda ve farelerde ayni kromozom tizerinde birbirine komsu ii¢ ayr1 PON geni (PONI1,
2, 3) bulundugu 1996 yilinda tespit edildigi i¢in sirasiyla PON1, PON2 ve PON3 olarak
adlandirilmigtir. PON1 aktivitesi genel olarak PON aktivitesi olarak kabul edilmektedir.
PONL1 ile ayni sekilde PON3 enzimi de genel olarak karacigerde sentezlenmekte ve
serumda HDL’ye bagli olarak bulunmaktadir. Diger iiyelerden farkli olarak PON2
plazmada bulunmamakta, ancak karaciger, beyin, bobrek ve testis gibi farkli dokularda
sentezlenmektedir. PON polimorfizm gosteren bir enzim olup bu polimorfizminin nedeni
molekiiliin  192. pozisyonundaki amino asit farkliligidir. PON polimorfik degisim
gostermesine ragmen ARE enzimi genetik polimorfik bir degisim gostermemektedir. Diger
taraftan her iki enzimin dogal substratlar1 farkli olmasina karsin PON enzimi ARE’nin
dogal substrati olan fenil asetati da hidroliz edebilme yetenegindedir. PON ve ARE’nin
ortak oOzellikleri arasinda organofosfatlari, aril ve alkil halojenurleri hidroliz etme
yetenekleri bulunmaktadir. LDL’yi oksidasyondan koruyan 6zelligi ve hidrojen peroksit de
dahil diger serbest radikalleri notralize etme kabiliyetinden dolay1 PON enzimi antioksidan
etki de gostermektedir. PON’daki degisimlerden etkilenmeyen ARE ise asil proteinin
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Baskol ve Kose, 2004; Tiirkoglu vd., 2008).

Bir organofosfat bilesik olan paratiyonun aktif katabolik metaboliti olan paraokson
(0,0-dietil-o-p-nitrofenil fosfat), PON' un aktivitesinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
substratlarin baginda gelmektedir. PON’ un aktivitesi sonucu agiga c¢ikan pnitrofenol veya
fenoliin konsantrasyonuyla PON aktivitesi spektrofotometrik olarak o6lgiilebilmektedir.
PON' un hem aril esteraz hem de paroksonaz aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan substrat
paraokson (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) iken, arilesteraz aktivitesini olgmede ise

substrat olarak yalniz fenil asetat kullanilmaktadir (Baskol ve Kose, 2004).

PON' un fonksiyonlarini su sekilde siralamak miimkiindiir;
1. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu gergeklestirmek i¢in oksidasyon, rediiksiyon,

hidroliz ve konjugasyon gibi reaksiyonlar1 gergeklestirmek (Rodrigo vd., 2001).



2. PONT1’in en iyi bilinen fonksiyonu, hidroliz yoluyla organofosfat tiirevi sinir gazlarinin
ve insektisitlerin zararsiz hale getirilmesidir. Organofosfatli bilesiklerden paratiyon ve
Klorpiroposokson ile sarin gibi sinir gazlari, PON’un baslica substratlaridir. (Baskol ve
Kose, 2004). Diger taraftan dolasimdaki organofosfatlar hidrolize ederek, sinir sistemini
koruyan bir enzim olarak da PON gorev yapmaktadir (Durrington vd., 2001).

3. HDL kompleksinin, gram negatif enfeksiyonlar sonucu olusan endotoksemiye karsi
savunmada gorev aldigi; bakteriyel lipoprotein polisakkarid ile makrofaj spesifik protein
CDI14 arasindaki etkilesimin, heniiz tam olarak bilinmeyen bir mekanizmayla HDL
tarafindan engellendigi son yillarda ifade edilmektedir. Ayrica PON1’in sitokin saliniminin
onlenmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir (La Du vd., 1999).

3. Lipid peroksidasyonu sadece LDL’de degil; ayn1 zamanda HDL’deki lipidlerde de
olusmaktadir. PON’un hem LDL’yi, hem de HDL’yi oksidasyondan korudugu, PON’un
HDL vasitastyla antioksidan etkiye katkida bulundugu ileri siirilmektedir. HDL’nin LDL
oksidasyonu iizerindeki koruyucu etkisinin PON’dan kaynaklandig: ileri siiriilmektedir.
PON’un, Cu*? tarafindan indiiklenen lipoprotein oksidasyonunu in vitro olarak engelledigi,
PON inhibitorlerinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve Cu*?nin neden oldugu HDL
oksidasyonunu artirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte PON’ un makrofajlardan kolesterol
¢ikisini artirdig da ifade edilmistir (Baskol ve Kose, 2004).

1.1.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Atomlarda bulunan elektronlar orbital iizerinde ¢ift olarak bulunurlar. Bir¢ok
molekiil ¢ift elektronlu oldugu halde bazilari tek elektronlu yani eksik elektronludur. Eksik
elektronlu bu molekiiller ortamda bulunan diger molekiillerle etkileserek ya bir elektron
alirlar ya da bir elektron verirler. Bu sekilde etkilesime girdigi maddenin yapisin1 bozan bu
molekiillere serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ya da oksidan molekiiller denir
(Delibas ve Ozcankaya, 1995; Benzer, 2001). Yiiksek bir reaktif yapiya sahip olan serbest
radikaller diger molekiiller ile reaksiyona girme ve onlarin yapilarint bozma
egilimindedirler. Serbest radikaller radikal olmayan yapilari radikal hale doniistiiriirken bu
olay zincir reaksiyon (reaksiyon zinciri) seklinde siirmekte, zincir reaksiyon ise “bitirme
(son) reaksiyonu” olusana kadar, diger bir ifadeyle iki radikal yapi radikal olmayan bir
baska yapiy1 olusturana dek devam etmektedir (Cakir Atabek, 2012).



Serbest radikaller stabil olmayip son derece reaktiftirler ve kararli hale gecebilmek
icin elektron arar ve diger molekiillerden elektron kopararak daha kararli hale gegerler.
Ancak elektron kaybeden molekiiller ise kararsiz hale gegerek serbest radikal 6zelligi
kazanmaktadirlar. Serbest radikaller, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller
ile kolayca elektron aligverisi yapabilen ve molekiiler oksijenden su olusuncaya kadar
meydana gelen radikaller (stiperoksid radikali (O;"), hidroksil radikali (‘OH), alkoksil
radikali (RO) ve peroksil radikali (ROO)) ve elektron eksigi olmamasina ragmen baska
molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilen non-radikaller (hidrojen
peroksit (H20,), lipit hidroperoksit (ROOH) ve hipoklor6z asit (HOCI)) olmak iizere ikiye
ayrilirlar (Cheeseman ve Slater, 1993; Benzer, 2001).

Normal fizyolojik sartlarda antioksidanlar genellikle serbest radikallerin dolagimini
etkili bir sekilde kontrol ederek hiicre hasarimi smirlandirmaktadirlar. Ancak, biyolojik
sistemlerde serbest radikallerin olusumu ve antioksidan seviye arasindaki dengenin serbest
radikallerin olusumu yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres durumu ortaya
cikmaktadir (Cakir Atabek, 2012).

1.1.4.1. Lipid Peroksidasyon ve Malondialdehit (MDA)

Hiicre zarinda bulunan yaglar reaktif oksijen tiirleri tarafindan saldiriya
ugradiginda lipitlerden bir elektron alinir ve lipid peroksit radikali olusur (Benzer,
2001). Lipid peroksidasyonu olarak isimlendirilen bu olay sirasinda olusan aldehitlerden
malondialdehit ve 4-hidroksi-nonenal olusum yerlerinden kolayca difuz edilerek
hiicrenin diger boliimlerinde hasara yol acar. Peroksidasyon sonucu olusan
malondialdehit, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmalarina ve polimerizasyonuna
yol acar. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre bilesenlerinin
ozelliklerinin degigsmesine sebep olur (Akkus, 1999).

Karbonhidrat, protein ve vitamin gibi biyomolekiillerin tamami oksidanlar
tarafindan etkilenmelerine ragmen lipidler en hassas olanlaridir. Doymamis yag asitleri
(PUFA)’ nin oksidatif yikimi lipid peroksidasyon olarak tanimlanmaktadir ve bu olay
kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerledigi igin olduk¢a zararlidir (Kose ve
Dogan, 1992; Benzer, 2001).

Lipid peroksidasyon, organizmadaki bir serbest radikalin etkisiyle membranda

bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla baslar. Bunun
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sonucu olarak yag asidi zinciri bir lipid radikali (L) 6zelligi kazanir. Dayaniksiz bir
bilesiktir olan lipid radikali bir dizi degisiklige ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin
pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugantlari meydana gelir ve sonra lipid radikalinin
molekiiler oksijenle etkilesimiyle lipid peroksit (LOO) radikali olusur. Olusan bu son
radikal membran bulunan diger PUFA’ lar etkileyerek yeni zincir tepkimelerini
baslatirken, kendileride agiga ¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipid hidroperoksidlerine
(LOOH) doéniisiirler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek siirer.

Lipid peroksidasyonu toplayici reaksiyonlarla ya sonlandirilir ya da otokatalitik
yayilma reaksiyonlar1 ile devam eder. Lipid peroksidasyonu neticesinde meydana gelen
lipid hidroperoksitleri yikimlandiginda biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Aldehitler ya hiicrelerde metabolize edilirler ya da baslangicta etki ettikleri alanlardan
diffuze olarak hiicrenin diger boliimlerine de hasari yayarlar. Cok zararli bir zincir
reaksiyon olan lipid peroksidasyonu, direkt olarak membran yapisina veya indirekt olarak
reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verirler. Bunun sonucunda da
birgok hastaliga ve doku hasarina yol agarlar (Kése ve Dogan, 1992; Akkus, 1999;
Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999; Benzer, 2001).

Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan
diffuze olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Lipid peroksidasyonunun en
Oonemli iirlinli malondialdehit (MDA)' tir. Olusan MDA hiicre membranlarinda iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar, iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. Ug
veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asitle
Olciilebilen MDA lipid peroksid seviyelerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir (Morales vd.,
2004).

Normal metabolik sartlarda asetat veya malonata kadar okside olan ii¢ karbonlu
bir ketoaldehit olan MDA, daha sonra kreps dongiisii ile CO2’e indirgenerek atilir. MDA
konsantrasyonu, asir1 lipit peroksidasyonu sonucunda artarak dokulara hasar vermektedir
(Murray vd., 1996; Kalender vd., 2002).
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1.1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmasi mevcuttur. Bunlara ‘antioksidan savunma
mekanizmalar1’ ya da kisaca ‘antioksidanlar’ denir. Antioksidanlar serbest radikallere bir
hidrojen iyonu vererek veya bu radikalleri kendilerine baglayarak ya da onlar1 daha zayif
bir molekiile ¢evirerek radikal hasarindan viicudu Kkorurlar. Antioksidan savunma
sistemleri, birincil ve ikincil savunma sistemleri olmak {iizere iki kategoride
siniflandirilirlar. Birincil savunma sistemleri antioksidan bilesikler ve antioksidan savunma
enzimleri olmak tiizere iki grubu igerir. Antioksidan bilesikler, glutatyon, B-karoten, iirik
asit, C ve E vitaminlerini icerirken, antioksidan savunma enzimleri siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-PX), glutatyon-S-transferaz (GST) ve
glutatyon rediiktaz (GR)' dan olusur. Ikincil savunma sistemleri, lipolitik ve proteolitik
enzimleri igerir. Her iki grup enzim de, hasar gormiis, degismis ya da bozulmus yag ya da
proteinlerin temizlenmesiyle savunmada ikincil bir hat gibi gérev alirlar. Bu proses reaktif
hiicresel bilesenleri uzaklastirir, aksi taktirde ortamda daha fazla oksidatif reaksiyonlar

meydana gelebilir (Kaya, 2005).

1.1.5.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH), genetik bilgiye ihtiyag duyulmadan hayvan ve bitki
hiicrelerinde dogal olarak sentezlenen glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisinden (Gly)
olugmus, intraseliiler konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptitdir. Glu ile Cys bir -
peptid bagi ile baghidirlar. Reaktif oksijen tiirleri ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasardan koruyan glutatyon, ¢ok Onemli bir antioksidan olup
hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin onlenmesinde de gorev alir.
Ayrica proteinlerin yapisinda bulunan siilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak
bu gruplarin oksidasyonunu onler. Boylelikle fonksiyonel ozellikteki proteinlerin ve
enzimlerin inaktive olmasmi engeller. Yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve
aminoasitlerin membranlardan transportunu da saglayan glutatyon, eritrosit ve 1okositler ile
birlikte g6z lensini oksidatif hasara kars1 koruyarak hayati bir rol dstlenir (Beutler vd.,
1963, Piner, 2005).
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Glutatyonun hiicrelerde iki formda bulunmaktadir. Bunlardan ilki ve aktif formu
olan indirgenmis glutatyon (GSH), ikincisi ise okside kosullarda iki molekiil GSH arasinda
disiilfid bag1 kurulmasiyla olusan okside glutatyon (GSSG) formudur. Indirgenmis
glutatyon hiicrelerde daha baskindir (Pena Llopis vd., 2001). Glutatyon (y-glutamil-
sisteinil-glisin=GSH) beyaz renkli, kristal yapili kat1 bir maddedir. Erime noktas1 192-
195°C arasindadir. Molekiil agirligr 307,33 g’dir ve suda kolay ¢oziiniir. Erime noktasi
178-182°C olan okside glutatyon (GSSG)' nun ise molekiil agirlig1 612,63 g’dir (Gokge,
2013).

Diisiik molekiil agirligina sahip ve siilfiir igeren GSH, kolay bir sekilde okside ve
hizl1 bir sekilde rejenere edilebilme 6zelligi sayesinde birgok biyokimyasal ve farmakolojik
reaksiyonda 6nemli fonksiyonlar iistlenirler (Piner, 2005).

Peroksidaz enzim ailesinin bir kofaktorii olan GSH aym1 zamanda askorbik asit
metabolizmasinda, hiicreler arasi iletisimin siirdiiriilmesinde, proteinlerin siilfidril (-SH)
gruplarinin okside olmasinin ve gapraz baglanmasinin engellenmesinde gorev alir. Bununla
birlikte hiicre i¢i bakir transportunda da gorevli olan GSH, bakir iyonlart ile selatlar
olusturarak bunlarin serbest radikal olusturma potansiyellerini asagi ¢ekerler. Koruyucu bir
ajan olarak lokoeritrin sentezinde yer alan enzimler i¢in bir kofaktor olan GSH, protein
katlanmasinda ve insiilin gibi disiilfid baglar1 tasiyan proteinlerin yikimlanmasinda, hiicre
boliinmesi ve immiin yanitin diizenlenmesinde ayrica prostaglandin metabolizmasinin
regiilasyonun da gorevlidir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Piner, 2005). Diger taraftan
GSH toksik bilesiklerle non-enzimatik veya GST ile enzimatik olarak GSH konjugatlar

olusturmak {izere reaksiyona girer (Anderson, 1998).

1.1.5.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu,
oksidatif strese karsi savunmada kritik rol oynayan, selenyum-bagimli GSH-Px’ler ve
selenyum-bagimsiz GSH-Px’ler olarak iki gruba ayrilan GSH ile ilgili enzimlerden biridir.
Selenyum-bagimli GSH-Px’ler H,O; ve organik hidroperoksitleri indirgerken, selenyum-
bagimsiz olanlar H,O; i¢in inaktif olup sadece organik hidroperoksitlerin indirgenmesini
katalizlerler (Cnubben vd, 2001). Boylece GSH-Px bir yandan hidrojen peroksiti

metabolize ederek lipit peroksidasyonunun baglamasimi Onlerken, diger yandan lipit
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hidroperoksitlerini de metabolize ederek olayin gelismesini dnlemektedir (Gokge, 2013).
GSH-Px hidrojen peroksidi iki molekiil H,O ve alkole indirger (Piner, 2005).

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen monomerik
yapidaki bir enzim membran fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirger ve membrana
bagli en dnemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona
kars1 korur. GSH-Px'in fagositik hiicrelerde de ©Onemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi1 sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini onler. GSH-PX eritrositlerde
oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Diger taraftan GSH-Px genotoksik ve
mutajen elektrofilik maddelerle konjugasyona girerek onlarin zehirsizlestirilmesinde rol

oynar.

1.1.5.3. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST), GSH ile elektrofilik bilesikler arasindaki
konjugasyonu katalizleyen, ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve
biyotransformasyonunda gorev alan faz Il biyotransformasyon multigen enzim ailesinin bir
tiyesidir (Hamed vd., 2003). Girdigi reaksiyon neticesinde, bilesigin hidrofilitesi ve
molekiiliin lipid tabakasi igerisindeki dagilimimi arttirarak hiicre i¢i birikimini engeller.
GSH + R-X —GSR + HX seklindeki bir reaksiyonu katalizleyen GST iki temel fonksiyona
sahiptir. Bunlardan birincisi aktif merkezine hem GSH' 1 hem de elektrofilik substrati ikisi
arasindaki etkilesimi saglamak, ikincisi ise glutatyonun stilfidril grubunu aktive ederek
GSH’m elektrofilik substrat {izerindeki niikleofilik atagini saglamaktir (Armstrong, 1997).
Substratlarin elektrofilik fonksiyonel merkezleri genellikle karbon, nitrojen veya siilfiirdiir.
GSH’mn sistein rezidiisti ile elektrofilik substrat arasinda kurulan tiyoeter bagi genellikle
daha az reaktif ve suda daha c¢ok ¢oziinebilir iirlinlerin olusumuna yol agtig1 i¢in; GST
reaksiyonlar: genellikle detoksifikasyon reaksiyonlaridir (Eaton ve Bammler, 1999).

Bitkiler, hayvanlar, omurgalilar, omurgasizlar ve bakteriler GST' lere sahiptirler.
Detoksifikasyonun yogun oldugu bolgelerde yiiksek aktivite gosterirler ve endoplazmik
retikulum membran: ile niikleustaki interkromatin bolgede yerlesiktirler. Homo veya
heterodimerik yapidaki sitoplazmik GST’ler enzimin en ¢ok bulunan formlaridir. Bu
enzimler ayrica merkaptiirik asit biyosentezinin baslangi¢ reaksiyonlarina da aracilik

ederler (Leblanc ve Dauterman, 2000).
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GST'ler; gevre kirleticileri, ilaglar, karsinojenler ve pestisitler gibi birgok bilesigi
metabolize etme yetenegindedirler. GST ile reaksiyona girecek ksenobiyotiklerin
hidrofobik olma, elektrofilik bir atom c¢ekirdegi icerme ve GSH ile enzimatik olmayan
kosullarda reaksiyona girebilme ozelliklerine sahip olmasi gerekir. GST'lerin diger bir
fonksiyonu, lipid peroksitlerinin bozulma iriinleriyle GSH arasindaki konjugasyonda
antioksidan gorev almasidir. Baliklar i¢in organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda
GST’ler GSH-Px’ten ¢ok daha gereklidir (Stephensen vd., 2002). GST' ler GSH-Px’ten
farkl olarak H,0; igin inaktif olup, selenyumdan bagimsiz olarak islev goriirler ve sadece
organik hidroperoksitleri indirgerler (Cnubben vd., 2001; Sen ve Packer, 2000). Eger
selenyum eksikligi durumu var ise GST devreye girer ve kayip selenyuma bagli GSH-Px
aktivitesinin  boslugunu doldurur. Enzimin bu goérevi selenyum varhiginda ise

baskilanmaktadir (Leblanc ve Dauterman, 2000).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Arastirma Yeri

Calisma, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi' nde yiiriitiildii. Calismada 80 x

75 x 90 cm boyutlarinda 4 farkl fiberglas tank kullanildi.
Deneme oOncesinde dezenfekte edilen tanklarin tizeri baliklarin atlamalarin
onlemek igin balik agi ile Ortillmiistir. Tanklar hava kompresorii kullanilarak

havalandirilmis, oksijen ve su sicakligi 6lgiilmistiir.

2.1.2. Balik Materyali

Arastirmada kullanilan ve ortalama agirligi 100 £ 10 g olan 120 adet gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss), yerel bir isletmeden temin edilerek arastirmanin
yiiriitiildiigii Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’ne canli olarak getirildi ve fiberglas

tanklara yerlestirildi (Sekil 2.1).

2.1.3. Polen Ornekleri

Aragtirmada kestane (Castanea sativa) poleni kullanildi. Polen 6rnekleri, Zonguldak
yoresinde sabit aricilik yapan aricilardan kestane balinin {iretim sezonunda kovanlarin
online polen tuzag takilarak elde edildi. Polen Orneklerinin palinolojik olarak
identifikasyonu Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat Fakiiltesi' nden Prof. Dr. Sibel SILICI
tarafindan yapildi.

Polen 6rnegi 10 g tartilarak 20 ml distile suda ¢oziildii. Soliisyon 10 dk 1.000 g de
santrifiij edildi. Supernatantin stvi kismi dokiildi. Sedimente 20 ml distile su eklenerek 5
dk 1.000 g de santrifiij edildi. Su kismu tekrar dokiilerek kurutma kagidi lizerine test tiipii
ters ¢evrildi. Daha sonra lam {izerine aktarilan sediment iizerine gliserin jelatin Karigimi

eklendi ve 40 °C’ de 1sitic1 tablada jelin erimesi saglandi. Preparat iizerine lamel kapatildi.



Polen tanecikleri referans polen preparatlari ve polen atlaslari kullanilarak mikroskopta
tanimland1 ve sayildi. Her bir 6rnekte en az 5.000 polen sayilmak suretiyle ar1 ekmeklerini

en yiiksek oranda temsil eden polen tiirleri tespit edildi.

Sekil 2.1. Calismada kullanilan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)

2.1.4. Arastirmada Kullamilan Arac¢-Gerecler ve Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1°de, kullanilan arag ve geregler

ise Tablo 2.2’de verilmistir.
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Tablo 2.1. Aragtirmada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

Katalog Numarasi

N,N-Dimetilformamid

Nitro Blue Tetrazolium (NBT)
Paraokson etil

Fenilasetat

Polietilenglikol

2-Thiobarbitiirik asit (TBA)
Trikloroasetik asit (TCA)

Perklorik asit

Sodyum Klortir (NaCl)

Metafosforik asit

Disodyum etilendiamintetraasetik asit dihidrat (EDTA)
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,)
5,5’-Dithiobis (2- nitrobenzoik asit)
Sodyum sitrat

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
NADPH

Sodyum azid (NaN3)

Hidrojen peroksit (% 37)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Amonyum siilfat (NHz)2SO4

GSH Rediiktaz

Sodyum karbonat (Na,CO3)
Potasyum sodyum tartarat
Bakir-2-stilfat

Folin

GSH (Rediikte glutatyon)
Dinitroklorobenzen (CDNB)
Kalsiyum Klortiir (CaCly)

Trizma (Tris) (HoCH,)3(CNH),

Sigma D-4551
Sigma N-5514
Sigma D-9286
Sigma 108723
Sigma 1546445
Merck 1.08180.0025
Merck 807

Fluka 34288

Sigma —aldrich 13423
ABCR AB 125903
Sigma E5134

Merck 6580
AppliChem 69-78-3
Merck 1.06448.1000
Merck 4873

Sigma N-5130
Riedel 35088

Merck 1.00314
Sigma S-0899
Sigma A-4418
Merck 359960
Merck 1.06398.1000
Merck 8085.1000
Merck 1.02787
Sigma F9252

Sigma G4251
ABCR AB 114728
Sigma -aldrich 12022
Merck 1.08387.0500
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Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan arag ve geregler

Kullanilan arag¢ ve geregler

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)

Beher (25, 50, 100 ml)

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)

Cam tiip (16x100 mm)

Muayene Eldiveni

Mavi ve sar1 pipet ucu

Mikro pipet (0.1-10, 10-100, 100-1000 pl)
Spektrofotometre kiiveti (normal ve kuvartz)
Hassas terazi (0,01 ve 0,001 g hassasiyetli)
Homojenizator

Bidistile su cihazi

Manyetik karistirici

Sogutmali santrifiij

-20°C sogutucu

Spektrofotometre

Su banyosu

Hematokrit Santrifiij

Vorteks

Isolab

Isolab

Isolab

Isolab

Nimo

BRAND

BRAND

Q-104

Shimadzu

WiseStir HS-30E
NUVE NS 108

Colara Magnetomix
NUVE NF 800 R

Ugur Derin Dondurucu
Aquamete  Spectronic
Niive ST 402

Niive

Velp Scientifica 10.0176
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2.2. Metot

2.2.1. Polen Orneklerinin Analizi

Ar poleninin kimyasal analizinde standart AOAC metotlar1 920.153, 991.36 ve
960.52, yag asitlerinin analizi i¢in ise 1ISO 12966-2:2011 metodu kullanildu.

Polen Orneklerinin ana seker kompozisyonlar1 yiliksek performansh likid
kromatografi (High Performance Liquid Chromatography-Refractive Index Detector
(HPLC-RID, Agilent 1100 Series, USA), equipped with a manual injection quaternary
pump (U.S.A) and Zorbax carbohydrate column (4.6x250 mm, 5 pum particle size) ile
belirlendi.

Polen 6rneklerinin antioksidan ozellikleri Singleton ve Rossi (1965), Gyamfi vd.,
(1999), Leblanc vd. (2009) ve Ulusoy ve Kolayli (2014) tarafindan bildirilen metotlar
kullanilarak belirlendi.

2.2.2. Deneme Yemlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan polen 6rnekleri % 1, % 2 ve % 4 oraninda tartild1 ve 1' er litre
su igerisinde ¢oziildii. Polen iceren yemlerin hazirlanmasi i¢in, 6zel bir firmadan (Ecobio)
alinan pelet yemler once toz haline getirildi. Toz haline getirilen yemler polen igeren 1' er
litrelik sularla hamur haline getirildi. Hamur haline getirilen karisim kiyma makinesinden
gecirilerek pelet haline donistiiriildii. Hazirlanan peletler tepsilere yerlestirilip yem
firminda kurutuldu. Yemler sogutulduktan sonra, kullanilincaya kadar koyu renkli cam

muhafaza kaplar icerisinde ve 4 °C’ de muhafaza edildi.

2.2.3. Deneysel Plan

Calismada canli olarak temin edilen baliklar 80 x 75 X 90 cm boyutlarinda 4 farkl
fiberglas tanka, her birinde 10 adet olacak sekilde yerlestirildi. Deneysel ¢alismaya
baslamadan oOnce baliklar hazirlanmis olan bu ortama 15 giin siireyle adapte edildi.
Adaptasyon siiresince baliklara gilinde iki kere alabildikleri kadar ticari alabalik yemi

verildi.
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Adaptasyon siiresi sonunda baliklar agagidaki gibi dort grubuna ayrildi.

K: Kontrol grubu; polen icermeyen ticari yemin uygulandigi grup
D1: % 1 oraninda polen ilave edilen yemin uygulandigi grup.
D2: % 2 oraninda polen ilave edilen yemin uygulandigi grup.

D3: % 4 oraninda polen ilave edilen yemin uygulandig grup.

Deneme 21 giin stirdii. Calisma 3 tekrarl olarak yiiriitiildii ve her bir tekrar i¢in 40
adet olmak iizere toplamda 120 balik kullanildi. Calisma Firat Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu Bagkanligi tarafindan onaylanmistir (Protokol No: 2014/10-102)

2.2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Calismanin sonunda benzocain (25mg/L) ile anestezi edilen baliklar, kan
orneklerinin alimmasi i¢in kavdal pediinkiil bélgesinden ensize edildi. Kanin bir kismi
EDTA'l tiiplere bir kismi ise antikoagiilant igermeyen jelli tiiplere dolduruldu. Daha sonra
baliklarin klinik muayenesini takiben usuliine uygun bir sekilde otopsisi yapildi (Arda vd.,
2005). Cikarilan karaciger, bobrek ve dalak 6rnekleri folyolara sarild1 ve - 20 °C' de derin
dondurucuda muhafaza edildi. Kan 6rnekleri ayni giin, karaciger, bobrek ve dalak 6rnekleri
30 giin igerisinde islendi.

EDTA' 11 tiiplere alinan kan Orneklerinde hematokrit (Ht) diizeyi ve oksidatif
radikal iiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) belirlendikten sonra plazmalari
¢ikarildi. Bunun i¢in kan 6rnekleri 3500 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi. Plazmada total
protein (TP) ve total immunoglobulin (TT) diizeyleri belirlendi.

Jelli tiiplere alinan kan 6rneklerinin 3500 rpm' de 10 dakika santrifiijiinden sonra
serumlar1 ¢ikarildi. Elde edilen bu serumlarda paraoksonaz (PON) ve arilesteraz (ARE)
enzim aktiviteleri tespit edildi.

Karaciger, bobrek ve dalak drneklerinden antioksidan parametrelerin belirlenmesi
icin homojenatlar hazirlandi. Homojenatlarin hazirlanmasi ig¢in doku ornekleri serum
fizyolojik (% 0,09 NaCl) ile yikandi, iki siizge¢ kagidi arasinda suyu alindiktan sonra
%1.15’lik KCl icinde 1:10 oraninda sulandirilarak homojenize edildi. Elde edilen
homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerde sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’de 10
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dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alind1 ve lipit peroksidasyonun bir
gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyi ile rediikte glutatyon (GSH) diizeyi,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

belirlendi.

2.2.5. Hematokrit (Ht) Diizeyinin Belirlenmesi

Heparinli hematokrit kapiller tiipler 2/3 oraninda kanla dolduruldu ve tiipler 5
dakika icin 12500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra hematokrit yiizdesi 6zel bir

cetvel tizerine konularak skaladan okundu (Konuk, 1981).

2.2.6. Oksidatif Radikal Uretiminin (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)

Belirlenmesi

Mikrotiter tabaklara 0,1 ml kan konulduktan sonra iizerine esit miktarda % 0,2 NBT
solusyonu ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra bu
siispansiyondan 0,5 ml alinarak 1 ml N, N-dimetyhl formamide igeren cam tiiplere ilave
edildi. Bu tiipler 3000 x g' de 5 dakika santrifiij edilerek {istteki tabaka 540 nm’de
spektrofotometrede okundu (Siwicki vd., 1994).

2.2.7. Toplam Protein (TP) Diizeyinin Belirlenmesi

Bitiret yontemi kullanilarak TP diizeyindeki degisimler belirlendi. Bunun igin
Spektrofotometrik tiiplere 6nce 0,9 ml distile su ve tizerine 0,1 ml plazma birakildiktan
sonra, bunlarin iizerine 4 ml biiiret ayiraci ilave edildi. Karanlikta 30 dakika bekletilen

ornekler 540 nm’de spektrofotometrede kore karsi okundu (Siwicki vd., 1994).

2.2.8. Toplam Immunoglobulin (TI) Diizeyinin Belirlenmesi

TI diizeyinin tespit edilmesi i¢in TP diizeyinin belirlenmesinde izlenen ydntem
kullanildi. Fakat plazma 6rnekleri tiiplere birakilmadan 6nce deiyonize suda bekletilen %
12’lik polietilenglikolle oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra 5000 x g’de 10 dakika santrifiij yapilarak tistte kalan kistmdan 0,1 ml kullanildi. Elde
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edilen sonuclar protein degerinden ¢ikarilarak toplam immunoglobiilin degeri belirlendi
(Siwicki vd., 1994)

2.2.9. Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE) Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Baliklardan alinan serum oOrneklerindeki PON ve ARE enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bunun i¢in 850 pl Tris-HCI tamponu (100 mM, pH:8),
100 pl substrat ¢ozeltisi (2 mM paraokson + 2 mM koenzim CaCl, ) ve 100 pl enzim
¢ozeltisi sirastyla karistiridi. Daha sonra 412 nm dalga boyunda ve 37 °C’de 1 dakika
zaman diliminde absorbansta meydana gelen degisme spektrofotometde okundu. ARE

enzim aktiviteside ayni prensiple Olgiildii fakat substrat olarak fenilasetat kullanildi

(Dubravka vd., 2001).

2.2.10. Malondialdehid (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak karaciger, bobrek ve dalak 6rneklerinin
malondialdehit (MDA) diizeylerinde meydana gelen degisimler, Placer vd. (1966)' dan
modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik olarak o6lgiildii. Buna gore doku
orneklerinden 0,25 ml alinarak iizerine 2,25 ml renk ayiraci (TBA ve TCA) ilave edildi.
Karigim 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek 20 dakika kaynar su banyosunda
bekletildi ve 532 nm’ de spektrofotometrede kdre karst okundu.

2.2.11. Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyinin Belirlenmesi

GSH tayini Ellman (1959) tarafindan bildirilen metotla yapildi. Buna gore,
karaciger, bobrek ve dalak Ornekleri ¢oOktiiriicli soliisyonla (metafosforik asit,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), sodyum kloriir (NaCl)) ¢oktiiriildii ve 3000 rpm” de
20 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak iizerine Ellman ayiraci ve disodyum

hidrojen fosfat (Na;HPO,) ilave edilerek 412 nm’de kore kars1 okundu.
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2.2.12. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Olgiilmesi

Karaciger, bobrek ve dalak 6rneklerindeki GSH-Px aktivitelerinin tayini Beutler
(1975) tarafindan tarif edilen metoda gore yapildi. Buna gore, GSH-Px aktivitesi deney
ortamindaki NADPH’in NADP+’ya c¢evrilmesi ile optik dansiditede meydana gelen

absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi ile hesaplandi.

2.2.13. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesinin Belirlenmesi

GST aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB), GSH ile konjugasyonu
sirasinda 0. ve 2. dakikalardaki absorbans farkinin 340 nm dalga boyunda okunmasi ile

6lciildi (Habig vd.,1974).

2.2.14. Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Doku protein miktarlart GSH-Px ve GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve
GSH diizeylerini hesaplamak amaciyla Lowry vd. (1951) tarafindan tarif edilen yonteme

gore olguldii.

2.2.15. istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonuclarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik
programi kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin incelenen
parametrelerinde meydana gelen degisimler tek yonlii varyans analizi (ONEWAY -
ANOVA) ile test edildi (Sitimbiiloglu, 1998; Kocacaliskan ve Bingol, 2008; Kalayci,
2010). Grafiklerin ¢iziminde ise EXCEL programindan yararlanildu.
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3. BULGULAR

3.1. Polen Orneklerinin Analizi

Polen orneklerinin kimyasal analiz sonuglar1 Tablo 3.1' de, antioksidan o6zellikleri

Tablo 3.2' de ve yag asidi profili Tablo 3.3' de verilmistir.

Tablo 3.1. Kestane poleninin kimyasal analiz sonuglari

Kuru Madde (%) 90,36 + 0,42
Kiil (%) 3,01 £0,04
Ham L.if (%) 3,97+0,26
pH 5,26 +£0,01
Protein (%) 21,27 £ 0,01
Yag (%) 1,75+ 0,42
Sekerler

Fruktoz (%) 16,81 +£0,01
Glukoz (%0) 15,60 £0,17
Galaktoz (%) 5,67 +0,36
Sukroz (%) 2,56 £ 0,34

Tablo 3.2. Kestane polenin antioksidan 6zellikleri

Total Fenolik Madde Antiradikal Aktivite Total Flavonoid Madde

(mg GAE/kQ) (% inhibition) (mg catechin/kg)
Metanolik ekstrakt 16939,9 +125,8 95,17 £ 0,21 1778,89 + 93,88
Su ekstrakti 4664,6 +247,8 24,39+ 1,12 314,05 + 19,65

GAE: Gallic acid equivalents



Tablo 3.3. Kestane poleni yaginin yag asidi profili

Yag Asidi Kisaltma RT (min) Icerik (%)
Myristic acid C:14 12,5 1,39
Palmitic acid C:16 15,3 10,94
Palmitoleic acid C:16:1 16,4 7,87
Margaoleic acid C:17:1 18,6 15,51
Stearic acid C:18 19,8 2,41
Oleic acid c:18:1 20,9 32,9
Linoleic acid C:18:2 22,1 11,9
a-Linolenic acid C:18:3 22,4 5,79
Arachidic acid C:20 26,0 5,07
Arachidonic acid C:20:4 29,6 6,08

RT: Hafiza zamam

3.2. Hematokrit (Ht) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubu baliklariyla farkli oranlarda polen igeren yemlerin uygulandigi
baliklarin Ht diizeylerinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gore her {i¢c deneme grubunda da Ht diizeyinin istatistiksel olarak
onemli diizeyde arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.4). Bu artigin kontrol grubuna goére D1,
D2 ve D3 deneme gruplarinda sirastyla % 13,65, % 17,44 ve % 19,89 diizeyinde oldugu
saptandi.

Yalniz polen uygulanan D1, D2 ve D3 gruplar1 karsilastirildiginda D3 grubunun Ht
diizeyinin D1 grubundan farkli oldugu belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda Hematokrit (Ht) diizeyi, Oksidatif radikal iretimi (NBT
aktivitesi), Total protein (TP) ve Total Immunoglobulin (TI) diizeyleri (Ortalama + standart hata)

Deneme Gruplari

K D1 D2 D3

Hematokrit (%) 33,45+ 3,847 38,74 £4,19° 40,52+ 520° 41,76 +4,47°
NBT (mg/ml) 1,34 +0,11° 1,56 + 0,14 1,69 +0,17° 1,70 + 0,15°
TP (mg/ml) 36,86 +3,41°  4259+453°  4372+£510°  43,15+491°
Ti (mg/ml) 2124+375%  2859+481°  31,40+422° 32,76 +5,68°

abed Ayni satirda yer alan farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Snemli
bulunmustur (p < 0,05).

3.3. Oksidatif Radikal Uretimindeki (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)

Degisimler

Farkli oranlarda polen igeren yemlerin uygulandigi baliklarin kontrol grubuna gore
NBT aktivitelerinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gore her li¢ deneme grubunda da NBT aktivitesinin istatistiksel
olarak onemli diizeyde arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.4). Bu artis kontrol grubuna
gore D1, D2 ve D3 deneme gruplarinda sirasiyla % 14,10, % 20,71 ve % 21,17 olarak
saptandi.

Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda D2 ve D3
gruplarinin NBT aktivitelerinin D1 grubundan farkli oldugu gériildii (p < 0,05, Tablo 3.4).

3.4. Toplam Protein (TP) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubu baliklariyla farkli oranlarda polen iceren yemlerin uygulandigi
baliklarin TP diizeylerinde asagidaki degisimler belirlendi.
Kontrol grubuna gore her li¢ deneme grubunda da TP diizeyinin istatistiksel olarak

onemli diizeyde arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.4). Bu artisin kontrol grubuna goére D1,
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D2 ve D3 deneme gruplarinda sirastyla % 13,45, % 15,69 ve % 14,57 diizeyinde oldugu
goriildii.

Yalniz polen uygulanan D1, D2 ve D3 gruplarinin TP diizeyleri arasinda
istatistiksel herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05, Tablo 3.4).

3.5. Toplam immunoglobulin (TT) Diizeyindeki Degisimler

Farkl1 oranlarda polen igeren yemlerin uygulandigi baliklarin kontrol grubuna gore
TI diizeylerinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gore her ii¢ deneme grubunda da TI diizeyinin istatistiksel olarak
onemli diizeyde arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.4). Bu artisin kontrol grubuna gore D1,
D2 ve D3 deneme gruplarinda sirastyla % 13,45, % 15,69 ve % 14,57 diizeyinde oldugu
saptandi.

Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplart karsilastirildiginda D2 ve D3
gruplarmin TI diizeylerinin D1 grubundan farkli oldugu goriildii (p < 0,05, Tablo 3.4).

3.6. Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE) Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol grubuna gore her ii¢ deneme grubunda da PON ve ARE enzim
aktivitelerinin istatistiksel olarak herhangi bir farklilik géstermedigi belirlendi. Yine yalniz
polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda da benzer bir sekilde
gruplar arasinda istatistiksel herhangi bir faklilik bulunmadi (p > 0,05, Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin serum PON ve ARE aktivitesindeki degisimler (Ortalama +
standart hata)

Deneme Gruplan

K D1 D2 D3
PON (U/mL) 80,81 + 8,43% 81,20 &= 11,29 79,63 + 10,57 81,86 + 9,68
ARE (U/mL) 313,86 +£19,59* 310,22 +25,43" 315,89 £ 22,65° 312,77 £ 20,19

abed Aym satirda yer alan farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p < 0,05).
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3.7. Malondialdehid (MDA) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve dalak MDA
diizeylerinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gore polen uygulanan tiim deneme gruplarinin karaciger MDA
diizeylerinde belirlenen azalmanin istatistiksel olarak énemli oldugu saptandi (p < 0,05,
Tablo 3.6). Bu azalma D1, D2 ve D3 gruplarinda sirasiyla % 23,79, % 27,29 ve % 28,17
olarak bulundu. Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplarn karsilastirildiginda ise
bu gruplarin karaciger MDA diizeyleri arasinda istatistiksel herhangi bir farklilik tespit
edilmedi (p > 0,05, Tablo 3.6).

Kontrol grubuna gore polen uygulanan tiim deneme gruplarinda bobrek MDA
diizeylerinin azaldig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.6). Bu azalmalarin D1, D2 ve D3
gruplarinda sirastyla % 21,40, % 29,84 ve % 30,15 oldugu goriildi. Yalniz polenin
uygulandigr D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda ise D2 ve D3 gruplarinin bdbrek
MDA diizeylerinin D1 grubundan farkli oldugu saptandi (p < 0,05, Tablo 3.6).

Polen uygulanan D2 ve D3 gruplarinda dalak MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore azaldigi belirlenirken (p < 0,05, Tablo 3.6), D1 grubunda belirlenen azalma
istatistiksel olarak dnemsiz bulundu (p > 0,05, Tablo 3.6). Bu azalmalar D1, D2 ve D3
gruplarinda sirasiyla % 4,30, % 13,18 ve % 18,84 olarak belirlendi. Yalniz polenin
uygulandigr D1, D2 ve D3 gruplar1 karsilastirildiginda ise D2 ve D3 gruplarmin dalak
MDA diizeylerinin D1 grubundan farkli oldugu goriildii (p < 0,05, Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve dalak dokularindaki MDA diizeyi
(Ortalama + standart hata, nmol/g protein)

Deneme Gruplar

Doku K D1 D2 D3

Karaciger 6,85 +0,80° 5,22 +0,69° 4,98 +0,63% 492 +0,71%
Bobrek 9,95+1,19° 7,82+ 0,86b 6,98 +0,72° 6,95 +0,88°
Dalak 7,43 +1,02° 7,11 +£0,77° 6,45+ 0,54b 6,03 £ 0,65°

abcd Ayni satirda yer alan farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Snemli
bulunmustur (p < 0,05).
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3.8. Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve dalak GSH diizeylerinde
asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gdre polen uygulanan tiim deneme gruplarinin karaciger GSH
diizeylerinde belirlenen artigin istatistiksel olarak énemli oldugu saptand: (p < 0,05, Tablo
3.7). Bu artis D1, D2 ve D3 gruplarinda sirasiyla % 15,93, % 24,94 ve % 26,35 olarak
gergeklesti. Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda ise D2
ve D3 gruplarinin karaciger GSH diizeylerinin D1 grubundan farkli oldugu saptandi (p <
0,05, Tablo 3.7).

Kontrol grubuna gore polen uygulanan tiim deneme gruplarinda bobrek GSH
diizeylerinin arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.7). Bu artis D1, D2 ve D3 gruplarinda
sirastyla % 8,34, % 11,10 ve % 9,37 olarak tespit edildi. Yalniz polenin uygulandig1 D1,
D2 ve D3 gruplann karsilastirildiginda ise bu gruplarin bobrek GSH diizeylerinde
istatistiksel olarak herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05, Tablo 3.7).

Polen uygulanan gruplarin dalak GSH diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1
belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.7). Bu artiglar D1, D2 ve D3 gruplarinda sirastyla % 12,89, %
11,18 ve % 14,48 olarak belirlendi. Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplari
karsilastirildiginda ise bu gruplarin dalak GSH diizeylerinin istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik gostermedigi saptandi (p < 0,05, Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve dalak dokularindaki GSH diizeyi
(Ortalama + standart hata, pmol/g protein)

Deneme Gruplan

Doku K D1 D2 D3
Karacifer 18529+ 14,33° 220,41 +15,71° 246,87 + 19,63° 251,60 + 15,40°
Bobrek 71,79 + 12.74° 78,33 +9,43° 80,76 £ 6,71° 79,22 + 10,29
Dalak 80,44 £ 11,27° 92,35+ 10,75 90,57 + 7,53" 94,06 + 9,48"

abed Aym satirda yer alan farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p < 0,05).
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3.9. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarmin karaciger, bobrek ve dalak GSH-Px
aktivitelerinde asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubuna gore polen uygulanan tiim deneme gruplarinin karaciger GSH-PX
aktivitelerinde belirlenen artisin istatistiksel olarak onemli oldugu saptand: (p < 0,05,
Tablo 3.8). Bu artis D1, D2 ve D3 gruplarinda sirasiyla % 30,94, % 34,17 ve % 38,16
olarak gerceklesti. Yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplar karsilastirildiginda
ise D3 grubunun karaciger GSH-Px aktivitesinin D1 ve D2 gruplarindan farkli oldugu
saptandi (p < 0,05, Tablo 3.8).

Kontrol grubuna gore polen uygulanan tiim deneme gruplarinda bobrek GSH-PX
aktivitelerinin arttig1 belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.8). Bu artis D1, D2 ve D3 gruplarinda
strastyla % 12,70, % 24,34 ve % 25,00 olarak tespit edildi. Yalniz polenin uygulandigi D1,
D2 ve D3 gruplann karsilagtirildiginda ise D2 ve D3 gruplarinin bobrek GSH-PX
aktivitesinin D1 grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05, Tablo 3.8).

Polen uygulanan gruplarin dalak GSH-Px aktivitelerinin kontrol grubuna gore
arttigr belirlendi (p < 0,05, Tablo 3.8). Bu artislar D1, D2 ve D3 gruplarinda sirasiyla %
18,32, % 19,24 ve % 20,74 olarak belirlendi. Yalniz polenin uygulandigr D1, D2 ve D3
gruplar1 karsilastirildiginda ise bu gruplarin dalak GSH-Px aktivitelerinin istatistiksel
olarak herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05, Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Kontrol ve deneme grubu baliklarin karaciger, bobrek ve dalak dokusunda GSH-Px
aktivitesindeki degisimler (Ortalama =+ standart hata, U/mg protein).

Deneme Gruplari

Doku K D1 D2 D3
Karaciger 3,37 +0,39° 4,88 + 0,65 5,12+0,98° 5,45+ 0,81°
Bobrek 2,61 +0,26° 2,99 +0,41° 3,45+ 0,55° 3,48 +0,72°
Dalak 2,14+ 0,52° 2,62 +0,33° 2,65+ 0,28° 2,70 £ 0,40°

abed Aym satirda yer alan farkli harfler tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p < 0,05).
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3.10. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol grubuna gore her ii¢ deneme grubunda da karaciger, bobrek ve dalak GST
aktivitelerinin istatistiksel olarak herhangi bir farklilik gostermedigi belirlendi. Yine yalniz
polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda da benzer bir sekilde
gruplar arasinda istatistiksel herhangi bir faklilik bulunmadi (p > 0,05, Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve dalak dokularindaki GST aktivitesi
(Ortalama =+ standart hata, pmol/dakika/mg protein).

Deneme Gruplar

Doku K D1 D2 D3

Karaciger 106,82 +11,23* 131,42+10,85% 130,65 + 15,41° 132,20 + 13,58°

Bobrek 75,41 £ 9,88° 73,96 + 8,34° 76,97 = 10,22° 78,62 +9,81°

Dalak 88,76 = 12,37° 87,71 £ 10,29 90,13 +9,43° 89,27 + 8,76

abed Ayni satirda yer alan farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p < 0,05).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Dogal olarak elde edilen ve yan etkisi bulunmayan gii¢lii antimikrobiyal ve
antioksidan Ozelliklere sahip olan polenin kimyasal yapist bolgenin cografik yapisina ve
florasina gore degisebilmektedir (Eraslan vd., 2009; Yildiz vd., 2013). Eraslan vd. (2009)
tarafindan yapilan bir ¢alismada karbaril pestisidine karsi ar1 polenin koruyucu etkisi
calisilmistir. Calismada kullanilan ar1 poleninin GC—MS ile yapilan analiz sonuglarina gore
yapisinda organik asitler, flavonoidler, esterler, aldehitler, hidrokarbonlar, terpenler, alkol,
keton ve diger bazi bilesikler tespit edilmistir. Diger taraftan Yildiz vd. (2013) tarafindan
yapilan bagka bir caligmada ise karbon tetraklorid ile indiiklenen karaciger hasarina karsi
ar1 poleninin koruyucu etkisi ratlarda arastirilmis, calismada kullanilan ve Zonguldak
bolgesinden toplanan polen drneklerinde dominant tiiriin kestane oldugu belirlenmistir.
Polen oOrneklerinin antioksidan potansiyeli ve kimyasal analizi yapilmis, sonucta
yapisindaki nem, kiil, protein, nisasta ve yag oranlar ile birlikte toplam fenolik madde,
total flavonoid ve total karotenoid miktar1 gibi antioksidan 6zellikleri belirlenmistir. Bu
calismada da kullanilan kestane tipi polenin kimyasal analiz sonuglarindan elde edilen
bulgular ve antioksidan o6zellikleri diger calismalardan elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir.

Hematokrit diizeyi balik sagligi hakkinda ipuglar1 vermektedir. Buna bagli olarak
Beslenme yetersizligi ve hastaliklarin daima diisiikk hematokrit diizeyiyle iligkili oldugu
diistiniilmektedir (Rehulka, 2000; Rehulka, 2002). Bu calismada sirasiyla % 1, % 2 ve % 4
oraninda polen uygulanan D1, D2 ve D3 gruplarinda hematokrit diizeyleri sirasiyla 38,74 +
4,19, 40,52 + 5,20 ve 41,76 + 4,47 olarak belirlenmis ve bu degerlerin kontrol grubundan
(33,45 + 3,84) farkli oldugu saptanmistir. Benzer bir sonu¢ El-Asely vd. (2014) tarafindan
tilapia (Oreochromis niloticus)' larda elde edilmis, sirasiyla % 1, % 2,5 ve % 4 oraninda
polen igeren yemlerin uygulandigi tiim gruplarda hematokrit diizeyinin denemenin 10., 20.

ve 30. giinlerinde istatistiksel olarak 6nemli oranda artt1g1 goriilmiistiir.

Balikta fagositoz, bakteri, viriis ve parazit gibi patojenik etkenlere kars1 nonspesifik
immun direncin en Onemli mekanizmasmi olusturur.  Kemotaksis, opsonizasyon,
absorpsiyon, intraseliiler yikim ve sindirim gibi bir¢ok sathada gergeklesen fagositozda
makrofajlar ve polimorfniikleer 16kositler birinci derecede gorev alirlar. Bu hiicrelerin

aksiyon mekanizmasi respiratory burst (solunum patlamasi) sirasinda reaktif oksijen



tirlerinin tretilmesidir. NBT testi kullanilarak belirlenen notrofillerin oksidatif radikal
tiretimi notrofillerin fagositik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan bir testtir (Siwicki ve
Studnicka, 1987). Bu ¢alismada polen uygulamasiyla NBT aktivitesinin bir baska ifadeyle
notrofillerin oksidatif radikal tiretiminin arttig1 tespit edilmistir. Benzer sekilde El-Asely
vd. (2014) tarafindan tilapia (Oreochromis niloticus)' larda yapilmis bir ¢alismada, polen
uygulanan baliklarin fagositik hiicre (ndtrofil ve monositler) sayisinin denemenin 10
giiniinde istatistiksel olarak 6énemli oranda arttig1 belirlenmistir. In vivo olarak enjeksiyonla
5 mg, yemle 0.1 ve 10 g kg'1 propolisin su ve etanolik ekstraktinin verildigi ¢ipura
baliklarinin hiicresel ve humoral immun cevabindaki degisimlerin arastirildigr bir
calismada da (Cuesta vd., 2005) fagosit yiizdesinin arttig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde ayni
balik tiirline propolisin etanolik ekstraktinin enjekte edilmesiyle fagositik aktivitenin arttig1
belirlenmistir (Abd-EIl-Rhman, 2009). Mise Yonar vd., (2014) tarafindan yapilan
calismada da 10 mg/kg balik dozunda ve 10 giin siireyle propolis uygulamasinin sazanlarda
NBT aktivitesini arttirdigi  bulunmustur. Baliklarda nonspesifik immun cevabin,
immunostimulanlarin kullanilmasi sonucunda fagositik hiicrelerin sayisinin artmasiyla ya
da reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi neticesinde aktive olmasiyla artabilecegi
belirtilmistir (Barman vd., 2013). Bu bilgi bu c¢aligmada NBT aktivitesinde belirlenen
artigla da teyit edilmistir. Diger taraftan farkli immunostimulan maddeler kullanilarak
yapilan 6nceki ¢alismalarda da NBT aktivitesinde artislar belirlenmistir. Ornegin giiglii bir
antioksidan ve immunostimulan olan ayrica yapisindaki bilesiklerle polene benzerlik
gosteren spirulina (Spirulina platensis) ile beslenen tilapialarda NBT aktivitesinin arttigi
gozlemlenmistir (Ibrahem vd., 2013). Bu artis hem yem hem de enjeksiyonla 200, 400 ve
800 mg/kg balik dozunda spirulina verilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)' nda
da kaydedilmistir.

Toplam plazma proteini nonspesifik immun sistemin humoral unsuru olarak kabul
edilmektedir (Jeney vd., 1997). Dogal olarak bulunan, bitkisel karakterdeki farkli
immnustimulanlarin baliklarin total protein diizeyine etkisinin arastirildigi bazi ¢alismalar
yapilmigtir. Ornegin Immanuel vd., (2009) dért farkli bitkisel tibbi ekstraktin tilapialarin
(Oreochromis mossambicus), Das vd., (2013) ise feslegenin (Ocimum sanctum) Lobeo
rohita tiirii baliklarin total protein diizeyine etkisini arastirmislardir. Her iki arastirmada da
bu parametrenin bitkisel ekstrakt uygulamasiyla arttigi belirlenmistir. Benzer sekilde
Diigenci vd., (2003) okseotu, 1sirgan otu ve zencefilden elde edilen ii¢ farkli bitkisel

ekstraktin yemle uygulandigr gokkusagi alabaliginda plazma protein diizeyinin kontrol
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baliklarindan yiiksek ¢iktigini ifade etmislerdir. Diger taraftan polen kullanilarak yapilan
bir calismada % 1, % 2,5 ve % 4 oraninda polen iceren yemlerin uygulandig: tilapia
(Oreochromis niloticus)' larin total plasma protein diizeyinin, denemenin 10. giiniinde %
2,5 oraninda polen uygulanan grupta, denemenin 20. giiniinde ise % 2,5 ve % 4 oraninda
polen uygulanan gruplarda istatistiksel olarak 6nemli oranda arttig1 goriilmistiir (EI-Asely
vd., 2014). Bu calismada sirastyla % 1, % 2 ve % 4 oraninda polen uygulanan D1, D2 ve
D3 gruplarinda total protein diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigi saptanmistir. Bu
sonu¢ yukarida adi gecen ve farkli dogal immunostimulanlar kullanan arastirmacilarin

bulgulartyla paralel bulunmustur.

Baliklarda spesifik savunma mekanizmalarinin en Onemli elemanlarini
immunoglobiilinler olusturmaktadir. Bilindigi gibi antikorlar; viicudun antijenik uyarimlar
sonucu plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen ve antjenlerle birleserek reaksiyon
verebilen glikoprotein karakterindeki molekiiller olup B lenfositlerin bagkalagmasi ile
ortaya cikar (Tizard, 1992; Arda vd, 1994; Dalmo vd., 1997; Diker, 1998). Ispir ve Dériicii
(2005), intraperitoneal enjeksiyonla levamisol uyguladiklar1 gokkusagi alabaliklarinda,
antikor diizeyini denemenin 3. 7. 10. ve 14. giinlerinde kontrol baliklarindan yiiksek
bulmuslardir. Yine Siwicki vd. (1994) farkli immunostimulanlari yemle oral olarak
uyguladiklar1 alabaliklardaki antikor diizeyinin kontrol grubundan yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. Cipura baliklarinin immunoglobulin M diizeyinin vitamin A, Kkitin,
levamisol gibi immunostimulanlarin uygulanmasiyla kontrol baliklarina gore Onemli
oranda arttig1 ifade edilmistir (Cuesta vd., 2004). Arilarin kendilerini soguktan ve
hastaliklardan korumak i¢in yaprak, tomurcuk, dal ve aga¢ kabuklarindan topladigi
recinemsi karakterdeki propolisin oral ve enjeksiyonla uygulandigi bir calismada ise total
immunoglobulin diizeyinin arttif1 gézlemlenmistir (Yonar, 2008). Bu ¢alismada da bir ar1
iriinli olan polenin, oral yolla immunostimulan olarak verildigi alabaliklarin total
immunoglobulin diizeyinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis belirlenmistir. Diger taraftan
Puangkaew vd. (2004), doymamis yag asitlerinin gokkusagi alabaliginda antikor diizeyini
etkiledigini saptamistir. Bu c¢aligmada da antikor diizeyinde belirlenen artisin nedeni

uygulanan polenin yapisinda belirlenen yag asitleri olabilir.

Baliklarda PON ve ARE enzim aktivitesi ile ilgili farkli teoriler vardir. Bazi
arastirmacilar baliklarda bu enzim aktivitelerinin olmadigini iddia ederken (Mackness vd.,

1996; Durrington vd., 2001; Baskol ve Kose, 2004) baz1 arastirmacilar ise bu enzim
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aktivitelerinin baliklarda goriildiigiinii ifade etmislerdir. Baliklardaki caligsmalar ise bu
enzimlerin yalnizca saflastirmasi ve diizeyinin belirlenmesi yoniinde olmustur (Bastos vd.,
1998a, b; Beyaztas vd., 2007). Ornegin; Folly vd. (2001) Piaractus mesopotamicus tiirii
baliklarda PON aktivitesinin varligin1 gostermis ve bu enzimin baliklarda high density
lipoprotein (HDL) ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Diger taraftan ayni kosullarda
yetistirilen normal ve albino gokkusagi alabaliklarinin PON aktivitesi arastirilmis ve
sonugta kiiltiir gokkusagi alabaliginda serum PON aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Bu
farkliligin nedeni tiir, biiylikliik ve baskinlik durumuna baglanmistir (Karatas ve Kocaman,
2012). Ayni aragtirmacilar tarafindan yapilan baska bir ¢calismada ise dogadan yakalanan
ve kiltiir altindaki kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis)' nda PON enzim aktivitesi ile
PON/HDL orani arastirilmistir. Sonug¢ olarak PON aktivitesi ve PON/HDL oram kiiltiir
altindaki kaynak alabalifinda dogadan yakalananlara gore daha yiiksek bulunmustur
(Karatas ve Kocaman, 2014). Bastos vd. (2004) neotropikal dort balik tiirii Piaractus
mesopotamicus, Brycon cephalus, Hypostomus punctatus, Salminus brasiliensis' in
serumunda PON enzim aktivitelerini sirastyla 6,1, 6,6, 1,5 ve 35,2 nmol x min™ x ml?
olarak belirlemislerdir. Bunun yani sira son zamanlarda baliklarda PON aktivitesi ile ilgili
yapilan ¢aligmalarin hemen hemen tamaminda, agir metallerin (Beyaztas vd., 2007; Sayin
vd., 2012; Yonar vd. 2012; Deveci vd., 2015) ve bazi pestisitlerin (Altinok vd., 2012) bu
enzim lzerine etkileri aragtirllmistir. Polenin baliklarda PON ve ARE enzim aktivitesine
etkisini aragtiran herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Buna karsin Ne-nitro-L-arjinin-
metil ester (L-NAME) ile hipertansif yapilan siganlarda propolis, kafeik asit fenil ester
(CAPE) ve polen uygulamasinin paraoksanaz (PON1) aktivitesi, toplam antioksidan seviye
(TAS), toplam oksidan seviye (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), asimetrik dimetilarjinin
(ADMA) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) seviyeleri ve kan basincinda meydana gelen
degisimler arastirtlmistir (Giilhan, 2014). Sonug olarak polen uygulanan gruplarda PON1
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Bu calismada ise kontrol grubuna goére her ii¢ deneme
grubunda da PON ve ARE enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak herhangi bir farklilik
gostermedigi, yine yalniz polenin uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplan karsilastirildiginda
da benzer bir sekilde gruplar arasinda istatistiksel herhangi bir fakliligin bulunmadig: tespit
edilmistir.

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu meydana gelen serbest radikaller,
degisik birgok reaksiyonla viicudun normal prosesi igerisinde hiicre ve dokularda

olusurken, pestisit, agir metal ve ¢evresel sartlar gibi diger baz1 dis faktdrler sonucunda da
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viicutta olusur. Bu radikaller proteinler, lipitler, karbohidratlar ve niikleik asitleri yikima
ugratabilirler. Ayrica DNA’ ya zarar verirler, enzimlerin aktivasyonunu bozarlar ve
membran gecirgenligini olumsuz etkilerler. Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi
olan lipid peroksidasyon serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda Onemli bir
mekanizmadir. Birgok hastalikta doku yikimi serbest radikaller ve lipid peroksidasyon
sonucu olusur. Organizmada serbest radikal reaksiyonlar1 bir¢ok antioksidan sistemi ile
kontrol edilir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu Onleyen, temizleyen veya zincir
kiran yapilar olarak islev gortirler (Bragadottir, 2001; Benzer, 2001; Fontagné vd., 2006).

Diger yiiksek omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da lipid peroksidayon veya
MDA diizeyi hiicresel bilesenlerde meydana gelen oksidatif zararin en Onemli
gostergelerinden birisidir (Morales vd., 2004). Bu arastirmada da oksidatif stresin bir
belirteci olarak MDA diizeyindeki degisimler incelenmistir.

Dastan vd., (2017) tarafindan yapilan ve 0,5, 2,5, 5, 10, 20 ve 30 ppm
konsantrasyonlarinda 96 saat siireyle uygulanan polenin alabaliklarda karaciger, dalak ve
kalp dokusundaki MDA diizeylerine etkileri arastirilmistir. Sonug olarak karaciger MDA
diizeyinin tim deneme gruplarinda, dalak ve kalp MDA diizeyinin ise 0,5 ppm
konsantrasyonunda polen uygulanan grup disindaki tiim deneme gruplarinda diistiigii tespit
edilmistir. Ferreira vd. (2012) yukarida elde edilen sonucun aksine bir fungusit olan
tebuconazole maruz kalan Rhamdia quelen tiirii baliklarda, yalniz polen uygulamasinin
karaciger, bobrek ve beyin dokusundaki MDA diizeylerine istatistiksel herhangi bir
etkisinin olmadigin1 bulmuslardir. Bu calismada da Dastan vd. (2017) tarafindan elde
edilen sonuglara paralel olarak, sirasiyla % 1, % 2 ve % 4 oraninda polen igeren yemlerin
uygulandigr D1, D2 ve D3 gruplarimin doku MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore
azaldig1 belirlenmistir. Onceki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi (Eraslan vd., 2009) polenin
bu etkisi onun gii¢lii radikal temizleyici etkisini gostermektedir.

Baliklarin antioksidan savunma mekanizmalari; konak¢1r dokusunda hasara neden
olan etkenleri ortadan kaldiran veya yayilmasii sinirlayan, enfeksiyonun meydana
gelmesini engelleyen ya da enfeksiyona karsi viicudun cevap vermesini saglayan
faktorlerin bir¢gogunu igine almaktadir. (McDowell, 1989; Blazer, 1992). Yiiksek
omurgalilardaki gibi baliklarda da antioksidan savunma non-enzimatik ve enzimatik olarak
siniflandirilirlar. Baliklarda en Onemli antioksidan enzimler, aktiviteleri ve diger
antioksidanlarla iliskileri hakkindaki bilgilerin sinirli oldugu hidrojen peroksid (H207)’ 1

temizleyen katalaz, siiperoksid radikali (O,7)’ ni yok eden siiperoksid dismutaz, H,O, ve
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lipid hidroperoksitleri temizleyen glutatyon peroksidaz ile glutatyona bagli diger
enzimlerdir (Bell6 vd., 2000; Mourente vd., 2002; Puangkaew vd., 2005).

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif
hasardan koruyan, enzimatik olmayan, tripeptit karakterinde, endojen, ¢ok &nemli bir
antioksidandir. GSH protein yapisindaki siilthidril gruplarini indirgenmis halde tutarak
cogu protein ve enzimin inaktive olmasini engeller. GSH glutatyona bagli enzimlerin
fonksiyonlar1 i¢in de gereklidir (Hayes ve McLellan, 1999). Ornegin GSH-Px GSH' 1
kullanarak H;0,’yi suya doniistiiriir. Bu reaksiyonda rediikte glutatyon (GSH) okside
glutatyon (GSSG) formuna doniisiir. Diger taraftan GST ise GSH ile birlikte elektrofilik
gruplar tagtyan bilesikler arasindaki konjugasyonu katalizleyen, bir¢ok farkli ksenobiyotik
ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda rol alan, cok
fonksiyonlu faz Il enzim ailesinin bir tiyesidir (Hamed vd., 2003). Dastan vd., (2017)
polenin alabaliklarda karaciger, dalak ve kalp dokusundaki total serbest siilfirid grup
diizeylerini artirdigini, ayrica bu maddenin total antioksidan kapasiteyi (TAS) artirarak
total oksidan kapasiteyi (TOS) diisiirdiigiinii belirlemislerdir. Ferreira vd. (2012) tarafindan
yapilan bir ¢caligmadan elde edilen sonucuna gore Rhamdia quelen tiirii baliklarda, yalniz
polen uygulamasiin karaciger GST aktivitesini arttirdigi, bobrek GST aktivitesini
diisiirdiigii, beyin dokusundaki GST aktivitesini ise etkilemedigi goriilmiistiir. Bir ar1 {irlinii
olan propolisin oral ve enjeksiyonla uygulandigi alabaliklardaki bir ¢alismada ise doku
GSH diizeyleri ile katalaz aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir (Yonar, 2008). Polenin
farkli dozlarinin uygulandigi bu calismada da yukaridaki aragtirmacilarin elde ettigi
sonuglarla uyumlu bir sekilde alabaliklarin incelenen tiim dokularinda GSH diizeyi ve
GSH-Px aktivitesi istatistiksel olarak artarken, GST aktivitesinde onemli herhangi bir
farklilik bulunmadi. Bu sonu¢ polenin antioksidan kapasiteyi arttirdigini gostermektedir.
Polenin bu etkisi yapisinda bulunan fenolik maddelerden kaynaklaniyor olabilir (Leja vd.,

2007).
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5. ONERILER

Bu ¢alisma sonuglarmma gore, polenin alabaliklarin bazi immun ve antioksidan
parametrelerini  olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ polenin
immunostimulan ve antioksidan olarak baliklara verilebilecegini, yine denemenin sonuna
kadar oral yolla polen uygulanan baliklarda herhangi bir 6liimiin gézlenmemis olmasi bu
maddenin giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.

Ariciligin biiylik bir sektor oldugu tilkemizde yan etkisi olmayan, kolay ve ucuz bir
sekilde elde edilebilen polenin pahali ve sentetik immunostimulanlarin ve antioksidanlarin
yerine kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Elde edilen sonuglara bakilarak bagka balik tiirlerinde farkli doz ve siirelerde polen

uygulamalarinin sonuglarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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