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RATLARDADENEYSEL CiVA INTOKSIKASYONUNDA ERITROSIT REOLOJISI
UZERINEPROPOLISIN MUHTEMEL KORUYUCU ETKIiSi
Kadriye ERCIS
Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Aralik 2013
Damsman: Prof. Dr. Sami AYDOGAN
OZET
Civa, cevre kirletici olmasinin yaninda ozellikle merkezi sinir sistemi ve karaciger olmak {iizere biitiin
sistemlerde etkili olan toksik ozelliklere sahip bir agir metaldir. Kan dolasiminda oksijen tasiyan
eritrositlerin de civa toksisitesinden olumsuz etkilenmeleri olasidir. Bu arastirma da, civa toksisitesine
bagli eritrosit reolojisindeki degisiklikler ile, faydali biyolojik etkilere sahip oldugu bilinen propolisin

civa toksisitesi iizerine koruyucu rolii aragtirilmistir.

Calismada agirliklar1 ortalama230 +40 gr olan 4-5 aylik erkek Wistar Albino ratlar kullanilmistir. Her
grupta 10 rat olmak iizere dort deney grubu olusturulmustur. Kontrol grubuna %0.9 serum fizyolojik
intraperiteneal (ip); civa kloriir grubuna 4mg/kg HgCl, ip; propolis grubuna 200mg/kg propolis gavaj ;
HgCl, +propolis grubuna 4mg/kg HgCl, ip+200mg/kg propolis gavaj ii¢ giin boyunca uygulanmistir.
Koruyucu olarak propolis, HgCl, uygulamasindan bir giin énce verilmeye baslanmistir ve HgCl, verildigi
3 giin siiresince de propolis verilmeye devam edilmistir. Aliman kan orneklerinde; hematolojik
parametreler [eritrosit sayisi, hematokrit degeri, hemoglobin miktar1, ortalama eritrosit voliim degeri
(MCYV), ortalama eritrosit hemoglobin degeri (MCH), ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
(MCHCO)] ile plazma potasyum diizeyleri, methemoglobin ve 2,3-DPG miktarlari, eritrosit deformabilitesi

ile % hemoliz degerleri olctilmiistiir.

Civa toksisitesi olusturulan ratlarda kontrol grubu hayvanlara goére hematolojik parametrelerde hafif bir
artis varsa da istatistiki olarak onemli degildir. Bununla birlikte 16kosit sayis1 énemli 6lciide artarken,
trombosit sayisinda anlamli bir diisiis saptanmustir. Civa verilen grupta serum K*, MetHb, 2,3 DPG

miktarlari ile % Hemoliz degerleri ise istatistiki olarak onemli oranda artmastir.

Reolojik paremetrelerden eritrosit uzama indeksleri civa toksisitesi olusturulan grupta hem diisiik hem de
yiiksek shear stres’te azalmistir. Sadece propolis verilen grubun verileri kontrol grubundan farkli
bulunmamustir. Civa toksisittesi olugturulan ve ayn1 zamanda koruyucu olarak propolis verilen grupta ise;
civa toksistesi olusturulan grupta goriilen olumsuz degisikliklerin 6nemli oranda veya sinirli diizeyde

onlenmis oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak propolis, civa zehirlenmelerinde kan ve dolagim sisteminde, 6zellikle eritrositlerin mekanik
ve reolojik ozelliklerinde meydana gelen bozukluklarin 6nlenmesinde koruyucu olarak kullanilabilir.
Ancak arastirmalarin civa toksisitesiyle karst karsiya kalan insanlarda ve daha genis populasyonlarda

arastirilmasi onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: propolis, civa kloriir, eritrosit reolojisi, intoksikasyon
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POTENTIAL PROTECTIVE EFFECT OF PROPOLIS IN ERYTHROCYTE RHEOLOGY IN
EXPERIMENTAL MERCURY INTOXICATION OF RATS
Erciyes University, Institute of Heath Sciences
Department of Physiology
Postgraduate Thesis, December 2013

Advisor: Prof. Dr. Sami AYDOGAN
ABSTRACT

Mercury is a toxic heavy metal that has effects in all systems, especially central nervous system and liver;
besides an environment pollutant. Erythrocytes that carry oxygen in blood stream, have a strong
probability to be effected by the mercury intoxication. In this study, we researched the possible effects of
mercury toxicity in erythrocyte rheology and the protective role of propolis, which is known for its

numerous efficacy.

We used 4-5 months old male Wistar Albino rats that weigh 230+40 gr. There were four experimental
group and each group contained 10 rats. We implemented %0.9 physiological saline solution
intraperitoneally in control group (ip); 4 mg/kg HgCl, in mercury chloride group ip; 200 mg/kg propolis
gavage in propolis group; 4 mg/kg HgCL, ip + 200 mg/kg propolis gavage in HgCl,+propolis group for
three days. Propolis had been implemented one day before HgCl, as a protective and implied for three
days as we kept using HgCl,. In blood samples; we measured hematologic parameters [erythrocyte count,
hematocrit value, hemoglobin value, mean corpuscular volume value (MCV), mean corpuscular
haemoglobin value (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC)], plasma potassium
(K" levels, methemoglobin and 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) values. We measured erythrocyte
deformability via % hemolysis values.

We observed a trend for increase in hematologic parameters in mercury toxicity group comparing to
control group, but it wasn’t statistically significant. We measured a significant increase in leukocyte
count, whereas thrombocyte count was decreased significantly. In mercury implemented group, serum K,

MetHb, 2,3-DPG values and % hemolysis values were significantly increased.

One of the reologic parameters, erythrocyte elongation indexes were decreased both in low and high shear
stress. Control group values were not different comparing to propolis implemented group only. In the
group that received both mercury as a toxicant and propolis as a protective, adverse differences that were

observed in mercury toxicity group were kept limited or in a considerable amount.
As a result, propolis can be used as a protective in prevention of changes in erythrocyte mechanic and
rheological features in blood and circulation system for mercury toxicity. However more data is required

in mercury toxication of humans and in larger sampled populations.

Key words: propolis, mercury chloride, erythrocyte rheology, intoxication
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1.GIRIS VE AMAC

Agir metallerin ekolojik sistemdeki yayilmalar1 dogal cevrimlerden ziyade insanin
neden oldugu etkiler nedeniyle olmaktadir. Ayrica kazalar sonucu da agir metallerin
cevreye yaymimi Oonemli miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal degisimler
sonucu arsenik, civa ve kursun gibi metaller atmosfere salinmaktadir. Agir metallerden
civa, cevre Kkirletici olarak oldukca toksik etkilere sahip bir maddedir. Civanin hem
inorganik hem de organik formu merkezi sinir sistemi, bobrek ve karacigerde toksik
etkilere yol acmaktadir. Bu toksik etkileriyle birlikte civanin kan dolasimi iizerine de
olumsuz etkileri tespit edilmistir (1-5). Ayrica eritrositler dahil bircok hiicrede hiicre
membraninda yer alan cesitli enzim aktivitelerini de azaltabilmektedir. Hiicre
membranindaki oksidatif hasar eritrositlerin yiizey sekillerinin bozulmasina ve eritrosit
antioksidan enzim aktivitelerinin degismesine, azalmasina neden olabilmektedir. Civa
intoksikasyonunda, kan akimi, kan akigskanligi, viskozitesi etkilenmektedir. Dolasim
dinamigi agisindan, bu degisikliklerden, eritrosit reolojisindeki degisikliklerin sorumlu
olmas1 muhtemeldir. Ayrica eritrositler kanda oksijen tasiyan hiicreler olarak, toksik
maddelerin etkilerine en fazla kalan hiicrelerdir. Ozellikle toksik maddelerin yol acacagi

oksidatif strese oldukca acik hiicrelerdir (6,7).

Propolisin, antioksidan, antibakteriyel etkileri ile faydali bircok biyolojik aktivitesi
bilimsel arastirmalar ile ispatlanmistir (8,9,10). Propolisteki temel bilesen olan
flavanoidler ve tiirevleri, serbest radikalleri temizlemede, en ¢ok etkili olan bilesikler

olma 0zelligin

e sahiptir. Baz1 flavanoidler, doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleriyle reaksiyona

girip temizleyici rol oynayarak, lipit peroksidasyonunun baslangic asamasina etki



edebilmektedir. Flavanoidlerin, serbest radikalleri ortamdan temizlemeleri ve
uzaklastirabilmeleri gibi islevlerinin yani sira, lipo oksijenaz ve siklo oksijenaz
enzimlerini inhibe ederek antioksidan etki de gdstermektedir (11). Serbest radikal olarak
adlandirilan bu molekiiller, hiicrede normal metabolizma esnasinda iiretilirler. Membran
lipitlerinin oksidasyonu; lipit peroksidasyonuna ve onlarin sebep oldugu hasara yol
acarlar. Propolisin de lipit peroksidasyonu Onledigi ve serbest radikal olusumunu

azalttig1 ileri siirtilmiistiir (12,13).

Eritrositlerin reolojik 6zellikleri ,hem biiylik damarlardaki hizli akim kosullarinda, hem
de kapiller dolasimda 6nem kazanir. Eritrositlerin kendi caplarindan (8 mikron) ¢cok daha
kiiciik capa sahip (3mikron) damarlardan gecebilmesi icin {istiin bir deformabilite
yetenegine sahip olmalar1 gerekir (14,15). Genis anlamda eritrosit deformabilitesi,
eritrositlerin mikrodamarlardan gecme yetenegini diizenleyen hiicresel Ozelliklerin
bilesimidir. Hiicre deformabilitelerinin azalmasi, eritrositlerin yasam siirelerini de
kisaltir (16,17). Eritrositlerin reolojik ozelliklerindeki degisiklikler, eritrositlerin kan
akimina uyum kapasitelerini azaltabilmektedir. Eritrositler kan dolasiminda siirekli
oksidan strese maruz kalmaktadirlar. Cesitli faktorler, fizyopatolojik sartlar ve cesitli
ilaclar eritrosit membranlarinda oksidatif hasara yol acabilmekte ve eritrosit reolojisinde

degisikliklere neden olabilmektedir (18,19).

Arastirmada, civa intoksikasyonu ile eritrositlerin mekanik ve reolojik 6zelliklerinde
olusabilecek muhtemel olumsuz degisiklikler {iizerine, antioksidan ozellige sahip

propolisin koruyucu roliinii arastirmak amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1.AGIR METALLER

Agir metal, fiziksel dzellik acisindan yogunlugu 5 g/cm’’den daha biiyiik olan metaller
icin kullanilir. Bu grupta yer alan kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel,
civa ve cinko basta olmak iizere altmistan fazla metal dogalar1 geregi, yerkiirede

genellikle karbonat, oksit,ve siilfiir halinde kararh bilesik olarak bulunurlar.

Agir metallerin ekolojik sistemdeki yayilmalar1 dogal cevrimlerden ¢ok insanin neden
oldugu etkiler nedeniyle olmaktadir. Ayrica kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye
yayinimi 6nemli miktarlara ulagabilmektedir. dogal degisimler sonucu kadminyum,
arsenik, civa ve kursun gibi metaller atmosfere salinmaktadir. Insan aktivitelerinin

katkistyla bu miktarlar artmaktadir (1).

Agir metallerin su kaynaklarina ulagsmasi endiistriyel atiklarin veya asit yagmurlarinin
topragr ve dolayist ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢ozmesi ve ¢Oziinen agir
metallerin irmak, gol ve yeralt1 sularina tasinmasiyla olur. Sulara tasinan agir metaller
asir1 derecede seyrelirler ve kismen karbonat, Asiilfat ve siilfiir bilesikleri halinde su
tabanma c¢okerler. Sediment tabakasmin adsorpsiyon kapasitesi sinirli oldugundan
sularin agir metal derisimi siirekli olarak yiikselir, baska bir deyisle bu katmanlar

metalce zenginlesir (2).

Agir metallerin cevreye yayilimmda etken olan en onemli endiistriyel etkinlikler;
cimento {iiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam iiretimi, ¢cop ve atik camur
yakma tesisleridir. Temel endiistrilerden atilan metal tiirleri her endiistride farkl tiirde

ve miktarda olmaktadir (3).



Havaya salinan agir metaller hayvanlar ve insanlar tarafindan solunum yoluyla alindig:
gibi, karaya ulasan kesimi de bitkiler ve besin zinciri yoluyla alinir. Agir metaller,
endiistriyel atik sularin igme sularina karismasi yoluyla veya agir metallerle kirlenmis

partikiillerin tozlagsmas1 yoluyla da hayvanlar ve insanlar iizerinde etkili olurlar (3).

Biyolojik etkinliklere katilma derecelerine gore agwr metaller, yasamsal olan ve
yasamsal olmayan metaller olarak siiflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin;
organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmas1 gerekir. Ayrica bu metaller
biyolojik tepkimelere katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinler yoluyla alinmalidir.
Ornegin bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve bir cok
yiikseltgenme ve indirgenme tepkimesinin vazgecilmez parcasidir. Buna karsin,
yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi etkili olarak saglik
problemlerine yol acgabilmektedirler . Bu gruba en iyi Ornek kiikiirtli enzimlere

baglanan civadir (4).

Baz1 sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyonuna bagli olarak
degisir. Bu tiir organizmalarda metallerin konsantrasyonu dikkate alinmalidir. Agir
metaller konsantrasyon sinirini astiklar1 zaman toksik olarak etki gosterirler. Bu nedenle
ozellikle diizenli olarak tiiketildiginden dolayr i¢me sulariin ve yiyeceklerin
icerebilecegi maksimum kosantrasyon sinir degerleri saptanmistir ve yasal kuruluslar
tarafindan diizenli olarak kontrol edilmektedir. Agir metaller canli biinyelerde yalnizca
konsantrasyona baglh olarak etki gostermezler, etkileri ayrica canl tiirline ve metal

iyonunun yapisina da baglidir (1).

Agir metallerin hiicre ve hiicre organelleri {izerinde etkisi hiicreden, hiicreye ve agir
metalden agir metale farklilik gosterir. Agir metallerin benzer olan metabolizma i¢inde
fonksiyonu olan eser elementlerin yerine gecerek hiicrede eser elementlerce yapilan
islemlerin durdugu bulunmustur. Ornegin kadmiyum (Cd) benzer elektron dizilimine
benzeyen ¢inko (Zn) yerine gecerek hiicre icinde koenzim, kofaktor gorevlerini sekteye
ugratabilir. Bir¢cok agir metal hiicre i¢i dengenin kurulmasinda hayati onemi olan Na, K,
Ca gibi elementler ile hiicre zarinda fizyolojik rekabete girer, bunun sonunda bu

iyonlara bagli olan fizyolojik bir olay bloke olur (5).

Agir metallerin bagka bir etkisi de serbest radikal ile hiicre zar1 gecirgenligini

bozmalaridir. Ozelikle Hg, Pb gibi toksitesi yiiksek olan agir metaller bu yolla etkilerini



gosterirler. Arsenik, krom gibi diger bazi agir metallerin mitokondri iizerine

etkileri vardir (5).
2.1.1.Civa ve Civa Bilesikleri

Civa; hava su ve toprakta bulunabilen bir elementtir ve bu ortamlarda bir kac sekilde
bulunur. Elementeryal da metalik civa, inorganik civa veya civa tuzlar1 ve organik

civadir (20).

Elementer civanin en tehlikeli olan1 inhalasyon yoluyla alinan civadir. Alveollerden
absorbe olur, biyotransformasyona ugrayarak merkiirik civa haline doniisiir. Boylece
alman civanin % 80’1 kan dolagimina girerek eritrositlerde okside olur ve ozellikle
bobreklerde birikir. Civanin okside olmayan boliimii ise kan beyin bariyerini agarak
beyinde birikir. Beyinde yiiksek oranda bulunan lipit nedeniyle civa elimine edilemez.

Civa boylece motor sinirlerinin koordinasyonunu da engellemis olur (21).

Inorganik civa dogada iki cesit tuz seklinde bulunur. Bunlar merkiirik ve merkiiroz civa
seklindedir. Bu tuzlardan en toksik olan1 merkiirik civadir. Sebebi ise suda daha cok
¢oziinmesidir. Bu tuzlarin en ¢ok bilineni merkiirik kloriir son derece koroziv olup,
oliimciil gastrointestinal erozyonuna neden olabilir. Inorganik civa bilesikleri epitelyum
hiicreleri, kan hiicreleri ve plazma proteinleri ile birleserek organlarda, salgi bezlerinde

ve merkezi sinir sisteminde birikebilirler (22).

Organik civa birlesikleri gastrointestinal yoldan hizla absorbe edilir ve viicutta hizla
yayilir. Ozellikle serebral korteks, beyin periferik duyu sinirlerinin membranlarinda ve
bobrekte birikime ugrar. Dolayisiyla duyusal ve motorik yetersizlige neden olur.
Eskiden dezenfektan maddelerinde organik civa bilesikleri kullanilirken; giintimiizde

daha az toksik maddelerin kullanima girmesinden dolay1 kullanilmamaktadir (23).

Civa, dogada siilfiir olarak bir¢ok mineralin i¢inde bulunan ve biyosferde primer olarak
okyanus ve yliksektepelerde buharlagarak dogal olarak sirkiile olan bir elementtir. Yilda

yiiksek doz civa dogal olarak emiilsiyona ugrar (23).

Az miktarda civa ise madenlerden elde edilir. Genel olarak tiim diinyada civa dogaya
insan aktiviteleri sonucu birakilirlar. Genel populasyonun giinliik olarak havadan 1 pg
Hg/giin, sudan 2 pgHg/glin ve yiyeceklerden yaklasik 20 pgHg/giin kadar civayi
dogadan aldig1 bildirilmistir. Genel olarak araglardan birakilan gaz atiklar1 ve diger

endiistriyel kirlenmelerle karsilastirildiginda civa ile kirlenmis kati atiklarin bir



merkezde toplanmas1 buharlagma ile kirlenmeyi engellemeye yonelik bir adim olabilir

(22).

Su kanallarina giren elementer civa, bakteri ve mantarlar1 iceren sediment
mikroorganizmalar tarafindan metil civaya donistiriilir. Metil civa alimi iki
mekanizmayla gerceklesmektedir. Ya direk olarak sudan alinabilir veya besin zincirleri
ile almabilir. Civanin direk olarak sudan alinmasinin sebebi siilfiir ve siilfahidril
gruplarina olan yiiksek affinitesi nedeniyledir. Metil civa plankton, algler ve kiigiik
baliklar tarafindan, onlar da biiyiik baliklar tarafindan, onlar da yirtic1 kuslar tarafindan

tiiketilirler. Bu sekilde civa besin zincirlerinde birikmis olur (20,21).
2.1.2.Civa zehirlenmesinde tani1 ve tedavi

Oligiiri, albuminiiri ve oral mukozadaki siddetli iltihap en c¢ok civa ve fenolle
zehirlenmelerde goriiliir. Eger nefeste ve idrarda fenol kokusu yoksa idrar ve diskida
civa aranir. Oliim halinde karaciger, bobrek, dalak, bagirsaklarda civa arastirilir. Akut
zehirlenmelerde baglangicta mide ve kusmukta da civa bulunur (22). Kronik civa
zehirlenmesinde ise, klasik civa zehirlenmesi belirtileri ile birlikte hastanin geg¢mis
hikayesinde civaya maruz kalma durumu arastirilir. Biyolojik metaryelde (kan, idrar ve

sacta) civa tayini destekleyicidir (22).

Civa zehirlenmesinin tedavisinde, temel yasam destegi saglanmalidir. Oral alimlarda,
elementel civanin absorpsiyonu ¢ok yavastir ve gastrointestinal kanalda fistiil yoksa ve
uzun siire kalmadikca akut toksisite gostermez. Ancak radyografik olarak izlenmesi
gerekebilir. Solunum yoluyla maruziyetlerde destekleyici tedavi yaninda selasyon

tedavisi yapilir. Dimerkaptosiiksinik asit (penisillamin) kullanilabilir (23).

Hasta ciddi semptomlar gosteriyor ve oral selator alamiyor ise dimerkaprol (BAL)
tercih edilir. Dimerkaprol metil civa alan hastalarda kontrendikedir. Diger selatorler

kullanilmalidir.

Ozellikle akut renal hasarla seyreden cok ciddi vakalarda selasyon ajanlarinim infiizyonu

ile birlikte hemodiyaliz uygulanmaktadir (23,24).
2.1.3. Civamin Viicuttaki Toksik Etkileri

Civanin, suda eriyen tuzlarimnin ve metalik civanin absorbe edildiginde, toksik oldugu

bilinmektedir. Bir endiistri zehirlenmesi olarak civa zehirlenmesi ilk olarak



Hindistan’da M.O. 500 yilinda goriilmiistiir. Civadan ileri gelen agiz mukozasmnin

iltihabr ise ilk defa M.O. birinci yiizyilda tarif edilmistir (22).

Civa zehirlenmesi eski tarihlerden beri bilinen bir meslek hastaligidir. Civa, kuyumcular
tarafindan da kullanilan eski bir metaldir. Daha sonralari, civa nitrat, hayvan killarindan
sapka yapiminda kullanilmaya baslanmistir. XVIIL. yiizyilda killarin yumusatilarak
kivrilmasii saglamak icin kullanilan bu teknik 6nce Fransa'da baslamis sonra diger
tilkelere dagilmistir. XX. yiizyil baslarinda ABD'de "Public Health Service" tarafindan
hayvan killarin1 kesenlerde ve sapka yapan iscilerde civa zehirlenmesi goriildigi
bildirilmistir. Zehirlenmeye, isyeri havasindaki civa buharmin ve civa tasiyan tozlarin
inhalasyonunun neden oldugu gosterilmistir. Zamanmimizda civa ve bilesikleri,
endiistride mesleki zehirlenmelere neden olmaktadir. Ancak civa ile zehirlenmelere
daha c¢ok, endiistri civa atiklar1 ile, tarimda civali fungusitlerin kullanilmasi sonucu
rastlanmaktadir. Yakin zamana kadar, endistride kullanilma sonucu atik olarak sulara
karisan civa metalinin su dibinde kalip zararli bir etkisi olmayacagi diistiniiliiyordu.
Ancak 1953-1960 yillar1 arasinda Japonya'da Minamata korfezinde civa ile kontamine
balik ve istridyeleri yiyen halkta goriilen epidemik zehirlenme olay1, bu goriisiin yanlis
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. "Minamata hastaligi" olarak da isimlendirilen ve norolojik
bozukluklar saptanan bu olayda bir ¢ok kisi 6lmiistiir. Minamata korfezi kiyisinda bir
fabrikadan korfeze atilan civanin, sedimentlerde mikroorganizmalar tarafindan metil
civaya doniistiigi, lipofil 6zellikte ve ¢ok toksik olan bu bilesigin biyobirikim ve besin

zinciri yolu ile insanlara ulagtig1 anlagilmistir (23,25).

Alkil civa bilesiklerinden metil civa, endiistri atiklari ile su ve denizlere karisan metalik
civa, inorganik civa bilesikleri (Hg+2) nin veya fenil civanin biyolojik aktivite sonucu
olusabilmektedir. Organik civa bilesiklerinden civa fulminat [Hg(ONC)2] ise patlayict
madde yapilan fabrikalarda (tiifek kapsiilii, fisek) kullanilir. Deri ile temasta irritasyon,

deride kizart1 ve kasint1 ortaya ¢ikar (26).

Akut civa zehirlenmesi birka¢ saat icinde kusma, bulanti, kanli diyare ve kramp
biciminde karmn agrilar1 ile baslar. Dokular tarafindan absorbe edilen civa bobreklerde
birikir, idrar atilimi azalir, sonra tamamen kesilir. Akut civa intoksikasyonu iiremiye

neden olup, 6liimle sonuglanabilir (27).

Kronik civa zehirlenmelerinin semptomlar1 1-30 yil sonra ortaya c¢ikabilmektedir. Civa

iyonlar1 hiicre i¢inde enzim inhibitorleri ve proteinlerini degistirirler ve hiicrelerin



metabolizmasm1 ve fonksiyonunu etkiledigi gibi membran fonksiyonunu ve
transportunu da etkilerler. Beyindeki sinirsel ileti ve salgilamada etkilenir. Kronik civa
intoksikasyonu noérolojik belirtilere, giicsiizliige, yorgunluk, uykusuzluga, kilo kaybina,
istahsizliga, gastrointestinal diizensizliklere, kaslarda titreme ve kronik spazmlara neden
olur. Civa zehirlenmesinin agiz ici belirtileri: gingivitis, asir1 tiikkriikk salgisi, metalik tat

ve dislerde mobilite artisidir (28).
Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Civa, viicutta beyin dokusunda birikim gostererek c¢esitli belirtilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle norolojik sistemi etkileyen hastaliklarin beyindeki
civa seviyesi ile artabilecegi iddia edilmektedir. Bu hastaliklardan en Onemlileri
Multiple skleroz (MS) ve Alzheimer hastaligidir (29). 1999 yilinda Alzheimer hastaligi
olan 68 kisi ve 33 kisilik kontrol grubu iizerinde yapilan bir calismada beyin civa

seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (30).

MS sinir dokusunda myelin kiliflarinin hasar1 sonucunda duyusal ve motor sinir

transmisyonunu etkileyen norolojik bir hastaliktir(30).
Diger viicut sistemleri iizerine etkisi

Civa bilesiklerinin soluma, oral yollarla ve deri temasi ile viicuda alinmasi durumunda
insanlar iizerinde meydana gelen tahribatlar tespit edilmistir. Metalik ve organik civa
bilesiklerinin buharminl-1.5 mg/kg miktarinda 3-4 ay solunmasi durumda etkinin ani
kalp durmasi, kalp krizi ve kan basincinin ani yiikselmesine bagl oliimlerle
sonuclandig tespit edilmistir. Kaza sonucu ortama yayilan 30-40 mg/m’ gibi yiiksek
konsantrasyonlarin yarim giinliik calisma siiresinde solunmasi durumunda gogiis agrisi,
nefes almada giicliik, solunum yollarinda kasilma gibi etkiler ortaya cikar. Civa
buharmin solunmasi insanlarin kas yapilarinda, sindirim sisteminde, bobreklerde, deride

agrilarin ve hastaliklarin ortaya ¢ikmasini tetikler (31).

Oral yolla civa alinmasi durumunda (civa, civakloriir ve metilciva) 10- 60 mg/kg
oranlar insanlar i¢cin Olimciil olmaktadir. Civa kontaminasyonu yiiksek yiyeceklerin
asir1 tilkketimi durumunda tansiyon problemleri, kalp krizi ve tasikardi gibi kalp ile ilgili
rahatsizliklara rastlanmaktadir. Civa igeren ilaglarin yada insanlar iizerinde olumlu

etkisi oldugu diisiiniilen civa iceren kimyasallarin deriye siirekli siirtilmesi durumunda



birkag¢ ay icerisinde Oliimle sonug¢lanacak etkiler ortaya c¢ikabilir. deriden civa alinmasi

durumunda agir deri ve cilt hastaliklar1 meydana gelmektedir (31,32).

Yapilan bazi hayvan calismalart ve in vitro calismalar sonucunda civanin renal
disfonksiyonlara yol actig1 iddia edilmistir. Yiiksek oranda civa buharina siirekli maruz
kalan kisilerin(>100 pg mg) santral sinir sisteminde toksik etkiler goriilmektedir. Ayni
zamanda bu seviyenin iistiindeki oranlarda, tiibuler ve glomeriiler bobrek hasarlar1 da
rapor edilmistir. Glikoziiri, aminoasitiiri, ve poliiiriye neden olabilir. Maruz kalinan civa

miktar1 arttiginda nekroz, aniiri, kanda iire yiikselmesi ve 6liim goriilebilir (33).
2.2.PROPOLIS

Propolis, yunanca kokenli bir kelimedir. Eski Yunan’da pro (savunmada olmak ya da
korumak) ve polis (sehir) anlamina gelmektedir. Buna gore propolisin tam anlami
‘sehrin (kovanin) korunmasi’dir (34). Propolis ¢ok eski ¢aglarda ilk kez Yunanhlar
tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir. Son yillarda,
antibakteriyel, antifungal, antiviral 6zellikleri yaninda anienflamatuvar, antiiilseratif,
lokal anestezik, antitiimor gibi ¢ok sayida yararli biyolojik aktivite 6zelligi gostermesi,

tip ve saglikli besin {iretimi alaninda kullanimi yayginlasmistir (34).

Propolis, bal arilar1 tarafindan bitkilerin tomurcuk ve salgilarindan toplanan ve
balmumu karistirilarak, bircok amaca yonelik olarak kullanilan dogal, recinemsi bir

irtindiir (34,35).

Propolis, isci arilarin arka bacaklarindaki polen sepetlerinde 6zellikle bitkilerin filiz, dal
ve tomurcuklarindan topladiklar1 bitki salgilarini ve re¢inemsi maddelere, bir miktar bal
mumu karigtirilmasiyla olusturulur. Propolis, kaynagina gore, kirli saridan koyu
kahverengiye kadar degisen renkte ve oda sicakliginda yar1 kati halde olan yapigskan

organik bir maddedir (36).

Arilar propolisi; kovan igerisindeki besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini cesitli
mikroplardan (viriisler, bakteriler, funguslar vb.) korumak icin kovan onarimi ve
dezenfeksiyonunda kullanirlar (34,35). Bunun, yaninda propolis, kovanlarin catlamis ve
hasarlanmis kistmlarinin tamirinde kovanin dis ortamdan izole edilmesinde, giris
deliklerinin daraltilmasinda, kovanin icine giren zararli maddelerin ve bdceklerin

mumyalanarak etkisiz hale getirilmesi islemlerinde de kullanilmaktadir (35,36).
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2.2.1. Fiziksel ozellikleri

Propolis keskin ve giizel kokulu, acimsi tatta bal mumu ve bitki 6z suyundan olusan bir

maddedir.

Propolis, isci bal arilarinca bitkilerin filiz ve tomurcuklarindan toplanan; bitki re¢ineleri,
bitki salgilar1 ve arilarin tiikiiriikten salgiladiklar1 enzimlerle biyokimyasal degisiklige
ugratilmaktadir. Balmumu ile karistirdiklar1 propolisin bazi bitkilere 6zgii proteinleri de
yapisinda bulundurmasi, propolisin mumsu kisminin bitkisel mum yapisinda oldugunu
gostermektedir. Propolis 15-25°C arasinda mum kivaminda elastik bir yap1 gostermekte,
sogukta kat1 kirilgan bir sekle doniismektedir. Yiiksek sicakliklarda (30-40°C)
yumusayip yapiskan bir durum almakta, 80°C da kismen erimektedir (37,38).

Propolisin rengi bitki kaynagina bagli olarak sari, yesil ve koyu kahverengine kadar
degisim gosterir. Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde kismen,
%95’1ik alkolde biiyiik dl¢iide erimekte, suda cok az veya hi¢ ¢oziinmez. Propolis, tibbi
alanda %70’lik alkolde erimis ¢ozelti olarak kullanmaktadir (39,40).

2.2.2.Biyolojik ozellikleri

Propolis ¢ok eski zamanlardan beri halk arasinda kullanilmakla birlikte son yillarda
antibakteriyel, antifungal, antitiimoral ve diger faydali biyolojik etkileri iizerine ¢ok
sayida arastirmalar yapilmistir (41). Cesitli ¢alismalarda propolisin su, metanol, etanol,
eter ve yag ekstratlar1 hazirlanmigtir. Farkli orjine sahip propolis 6rneklerinin biyolojik
aktiviteleri ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir. Brezilya propolisinin
antibakteriyel, sitostatik, serbest radikal koruyucu aktivitesi belirlenirken, Bulgar
propolisin bakterisidal, anti fungal, antiparaziter 6zelligi belirlenmistir. Giiniimiize
kadar, Tiirk propolisinin antibakteriyel, anti fungal, antioksidan, antikarsinojenik, yara

iyilestirici gibi baz1 biyolojik aktiviteleri incelenmistir (42).

Flavanoidlerin ¢ok sayida bakteriye karsi etkili oldugu bildirilmektedir. Flavanoidlerce
zengin Uriinlerin antibakteriyel aktiviteleri gram pozitif bakterilere karst gram
negatiflere gore daha etkilidir. Aglikon flavanoidlerin bakteriyel boliinmesiyle
isogersitrinden 3,4 dihidroksifenil asetik asit veya naringeninden fenilasetik asit gibi
fenolik asitler iiretilir. Fenolik bilesikler bakteri metabolizmasinda onemli bir etkiye

sahiptir. Fenilpropanoik asit ve fenil asetik asit seliiloz yikimini artirir (43).
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Propolisin  Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve
Enterococcus faecalis ve Bacillus subtilis’e karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi

belirlenmistir (43,44)

Streptococcus pyogens, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Enterococcus faecalis’e karsi ise smirli ya da antimikrobiyel etkisi

goriilmemistir (44).

Propolis’in etanol ekstraktinin karaciger ve mesanedeki kanserli hiicreleri doniisiime
ugrattigl ve gelismelerini Onledigi bulunmustur. Bu hiicre oldiiriicii etkiyi saglayan
maddeler, propolis’ten izole edilen kuersetin, kafeik asit ve klerodan diterpenoiddir.
Klerodan diterpenoid, tiimor hiicrelerine karsi secici bir oldiiriicti etki gosterir (45).
Propolisin, ayrica, yumurtalik kanseri hiicrelerini ve hiicre boliinmesini durdurucu
etkileri oldugu bulunmustur. Ayrica, gogiis, cilt, kolon ve bobrek kanseri hiicreleri gibi
insan tiimor hiicre kiiltiirleri tizerinde 6ldiiriicii etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu etkileri
olusturan bilesenin kafeik asit fenetil ester oldugu belirlenmistir. Propolis’ten izole
edilen Artepillin C, insan mide kanseri hiicreleri, insan girtlak kanseri hiicreleri kolon
kanseri hiicreleri iizerinde hiicre oOldiiriicii etki gostermistir. Kafeik asit esterlerinin
tiimor olusumunu kimyasal olarak engelledigi goriilmiistiir. Bu etki, kanserli hiicrelerin

gelisimini saglayan genler iizerindeki secici toksik etki ile gerceklesmektedir (45).
2.2.3. Kimyasal yapisi

Propolisin kimyasal yapis1 ile ilgili ilk caligmalar 1970’li yillarda, kavak agaci
tomurcuk salgilarinin karistirilmasi iizerine yapilmistir. Bunun ardindan pek cok
caligma yapilmis ve sicak bolgelerde kavak tiirleri salgilarinin propolisin kimyasal

olarak asil kaynagi oldugu kabul edilmistir (8).

Propolisler, cografik ve bitkisel kokeni, ar1 tiirii, ar1 ki1 ve ekolojik kosullardan dolay1
degisik ve kompleks bir kimyasal komposizyon gosteren, dogal toksik olmayan bir
iirindiir. Islenmemis propolisin yapisinda bulunan genel maddeler ve oranlar1 soyledir:
% 45-55 recgine, 23-25 mumlar ve yag asitleri, %10 esansiyel yaglar, %5 polen ve 55
diger organik madde ve minarelerdir. Bu maddelerin oranlari; maddelerin cesidine,

kaynagina, toplanma yeri ve zamanina baghdir (9,10).
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Diinyanin degisik bolgelerinden toplanan propolis Orneklerinde 160’dan fazla bilesik
tanimlanmustir. Propolis; polifenoidler (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler) ve onlarin
esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar, kumarinler, steroidler, aminoasitler ve
inorganik bilesikler gibi cesitli kimyasal bilesikler icermektedir. Propolisin kimyasal
bilesimi ¢ok komplekstir, toplandig1 bolgeye ve sezona baghdir (11).

2.3.Propolisin kullanimi

Modern tipta sentetik ilaglarin yaygin olarak kullanimi bilinen dogal ilaclarin énemini
azaltmustir. Ancak son 20 yil ig¢erisinde, sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi
ve bu hastalik etmenlerinin bu ilaclara direngli hale gelmeleri sonucu insanlar1 tekrar
dogal ilaglarin kullanimina yoneltmistir. Dogal ilaglarin basinda gelen propolisin
kimyasal yapisi, farmokolojik ozellikleri ile etkili ve hizli bir sekilde fayda saglamasi
cesitli sekillerde kullanimi yayginlastirilmis olup propolis iirtinlerini kapsiil, tablet,

graniil, pastil ve ¢iklet seklinde bulmak olasidir (12,13).

Islenmemis ham propolis dogal olarak agizda yumusatilarak cignenebilir veya dogrudan
yutularak kullamlabilir. Insanlarin giinde 10 g kadar propolisi alabilecegi
belirtilmektedir. Bu sekilde alinan ham propolis, sindirim siteminde yavas ¢oziilerek
kana gecmekte, halsizlik durumlarinda, agiz ve bogaz rahatsizliklarinda, sindirim

sistemi mukozasinin diizenlenmesinde ve dis agrilarinda kullanilmaktadir (46).
Propolisin antioksidan ozellikleri

Propolisteki temel bilesen olan flavanoidler ve tiirevlerinin, serbest radikalleri
temizlemede, en ¢ok etkili olan bilesikler olma 6zelligine sahiptir. Baz1 flavanoidler,
doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleriyle reaksiyona girip temizleyici rol
oynayarak, lipit peroksidasyonunun baslangi¢ asamasina etki edebilirler. Flavanoidlerin,
serbest radikalleri ortamdan temizlemeleri ve uzaklastirabilmeleri gibi islevlerinin yani
sira, lipo oksijenaz ve siklo oksijenaz enzimlerini inhibe ederek antioksidan etki

gosterebilmektedir (47).

Serbest radikal olarak adlandirilan oksidan molekiiller, hiicrede normal metabolizma
esnasinda {iretilirler. Membran lipitlerinin oksidasyonu; lipit peroksidasyonuna ve
onlarin sebep oldugu hasara yol acarlar.Siiperoksit dismutaz (SOD)katalaz (CAT)
glutatyon peroksidaz (GP) gibi enzimler savunma mekanizmasi sirasinda iiretilen

enzimlerdir. Savunmada endojen antioksidan enzimlerin koruyucu etkilerine ek olarak,
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besinlerle alinan (ekzojen) antioksidanlarin tiiketimi de biiyiik Onem tasimaktadir.
Besinsel temel antioksidadanlar; E vitamini, C vitamini, karotenoidler, flavanoidler ve
diger polifenoidlerden olusmaktadir. Ozellikle savunma mekanizmasinda hiicresel
antioksidan enzimlerin (SOD ve GP gibi) 6nemi biiyiiktiir ve bu enzimlerin yetersiz
olmas1 veya enzim aktivitelerinde meydana gelen azalmalar, hiicre bilesenlerinde
onarillamayacak hasara yol acabilirler. Ancak besinlere antioksidan katkilar
yapildiginda, hiicresel savunma sistemi  giiclendirilerek, hasar en aza
indirgenebilmektedir. Propolis ve diger antioksidan maddelerle yapilan calismalarda,
propolisin lipit peroksidasyonunun engelledigi ve serbest radikal olusumunu azalttigi

tespit edilmistir (48,49).

Bu arastirmada kullanilan propolisin (kavak tipi propolis) bir¢cok oOzelligi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Kog¢ (48) propolisin antifungal aktivitesini tespit etmistir, Ozkul
(49) propolisin antikarsinojenik etkisini belirlerken Kanbur ve ark. (50) propolisin

antioksidan 6zelligini rapor etmiglerdir.
Propolisin Kalp-Damar Sistemi ile Bagisikhk Sistemine Etkileri:

Yogunlastirilmis propolis ekstraktinin, kan basincimi diisiirdiigii, sakinlestirici etki
yarattigi ve serum glikoz olusumunu sagladigi bulunmustur (51). Propolisde bulunan
dihidroflavanoidlerin  kilcallar1  kuvvetlendirdigi ve antihiperlipidemik aktivite
olusturdugu belirlenmistir. Ayrica, propolisin, karacigeri alkole ve tetrakloriire karsi

korudugu tespit edilmistir (52).

Yapilan deneylerde propolisin immiin tepkiyi tetikledigi belirlenmistir. Yakin zamanda
Japon arastirmacilar, propolis ekstraktinin, insanda, bagisiklik fonksiyonlarma bagh
olarak makrofaj aktivasyonu sagladigin1 gostermislerdir. Propolis sitokinleri olusturan
bagisiklik hiicrelerini aktive eder. Bu sonuglar propolisin anti-tiimor etkisini agiklamaya

biiyiik ol¢iide yardimei olur (53).

Yapilan bir arastirmada propolisin antikor olusumunu tetikledigi de ortaya konmustur.
Antikor iireten dalak hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine gére 3 kat daha fazla antikor
iretildigi bulunmustur. 24 saat sonra enjekte edilen 2. doz sonrasinda etki daha da

artmus fakat daha ileri dozlarda etki azalmistir (54).
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2.4 ERITROSITLER

Eritrositler kanin sekilli elemanlarinin biiyilk boliimiinii olusturur. Birlesimlerindeki
hemoglobinle kanin kirmizi rengini verirler. Taze frotilerde tek tek goriildiiklerinde
yesile benzer sar1 renk alirlar. Giemsa gibi eosin ve orange boyalarla boyanirlarsa
pembe kirmizi renk alirlar. Etkin hareketleri yoktur, kan dolagimiyla pasif hareket
ederler. Yumusak ve esnek olduklarindan sikistirilabilirler ve caplarindan ¢ok daha dar

yerlerden rahatlikla gecebilirler (55,56).

Eritrositlerin gorevleri oncelikle dokularda olusan CO2’yi akcigerlere tasimak ve
akcigerlerden O2’yi dokulara tasimaktir. Ayrica kanm alkalik reaksiyonun
degismezligini saglamaktir. Bu gorevlerini biinyelerinde bulunan hemoglobin ve
fosfatlar yardimiyla gerceklestirirler. Eritrositler yiizeylerinde bulunan antijenlerle kan

gruplarimin belirlenmesini de saglarlar (57).

Alyuvarlar ¢ekirdeksiz ve yuvarlak goriiniimdedirler ortalarindan bastirilmig yapilar
vardir. Bu bikonkav yapilar1 ve esnek zarlarinin yardimiyla gaz tasinmasina cok

elveriglidirler (58).

Eritrositler daha cok kirmizi kemik iliginde yapilirlar. Ancak fetal hayatta ilk olarak
karacigerde, dalakta ve diger lenfoit organlarda kan yapimi baslar; dogum yaklastikca
bu gorevi kirmizi kemik iligi alir. Tiim kan hiicrelerinin asil kokeni retikiiler bag
dokudaki bagkalasima ugramamis ilkel retikulum hiicreleridir. Memeli alyuvarlarinin

omrii 100-135 giindiir. Alyuvarlar 50 dereceye kadar 1sitildiklarinda oliirler (59).

Dolasimdaki eritrosit sayis1 dalgalanma gostermez. Ancak kanama, anemi ya da
dokulara giden oksijen azaldiginda eritropoetik faktor cok miktarda kana salinarak

karacigerde eritropoetin yapilmasini saglar ve alyuvar olusumunu hizlandirir (58).

Omiirleri dolan eritrositler dalak ve karacigerde yikima ugrarlar. Insanlarda ortalama
eritrosit sayis1 bir milimetrekiip kanda 4-6 milyondur. Ratlarda ise ortalama 5,5-10

milyondur (59).

Eritrositlerde anaerobik glikoliz sirasinda 2 6nemli bilesik olusur ATP ve 2,3-DPG.
ATP, membranin iki yaminda K* ve Na® gecisini diizenliyerek eritrositin bigimini
korumada rol oynar. ATP azalinca eritrosit i¢ine Na* ve suyun girmesiyle hiicre kiiresel
bicim alir. Eritrosit membranin 6zelligi esnek olusu ve deforme olabilmesidir. Bu

durum ATP ile kontrol edilir. ATP azalirsa esneklik kaybolur. Hiicre zar1 yirtilir hale



15

gelir (60).

2,3-Difosfogliserat (2,3-DPG): 2,3-difosfogliserat (2,3-DPQG) eritrositlerdeki glikolitik
yolda tesekkiill eden Onemli bir ara iirlin olup bisfosfogliserat olarak da
adlandirilmaktadir (60-64). Difosfogliserat mutaz enzimi, 1,3-difosfogliserat1 2,3-
difosfogliserat'a cevirir ve 2,3-difosfogliserat da 2,3-difosfogliserat fosfataz enzimi

katalizorliigiinde 3-fosfogliserat'a hidrolizlenir (60,63,64).

2,3-DPG, oksijenin hemoglobin tarafindan tasmmmasinda ve dokulara saliverilmesinde
diizenleyici bir role sahiptir (60,64,65). Her ne kadar hemoglobinin oksijen afinitesi
izerine bircok organik ve inorganik fosfatlarin etkisi varsada insan eritrositlerinde
sadece 2,3-DPG ve ATP miktar1 hemoglobinin oksijen afinitesini etkileyebilecek
seviyededir(60,64,66). 2,3-DPG miktar1 ise ATP'ninkinden ¢ok daha fazladir.
Eritrositlerde Hb molekiilii sayis1 kadar 2,3-DPG molekiilii bulunmaktadir (67,70). 2,3-
DPG, oksijeni birakmis hemoglobine baglanarak bunun oksijene olan afinitesini azaltir.
Oksijen yetersizliginin oldugu durumlarda daha fazla 2,3-DPG sentezlenerek
hemoglobine baglanir. Boylece daha fazla miktarda oksijen serbest birakilarak dokulara

girmesi saglanir (57,58,64,69).
2.4.1. Eritrositlerin Reolojik Ozellikleri

Deformabiliteyi ve kan akimimi etkileyen tiim o6zellikler, reolojik 6zellikler olarak
adlandirilir. Hangi kuvvetlerin uygulanmasi durumunda, deformabilite ve kan akiminin
nasil degisecegi ile ilgilenen bilime de reoloji adi verilir. Ismi Yunanca “akim”
anlamina gelen “rheo”‘dan gelir. Prensip olarak reoloji, akim davraniglariyla ilgili olan
herseyi icerir. Kanin reolojik ozellikleri, kanin kompozisyonuna ve akim kosullarina
baghdir. Kanin kompozisyonu, hematokrit degeri, plazma viskozitesi, eritrositlerin

agregasyon ve deformabilite 6zellikleriyle yakin iliskilidir (70).

Hemoreoloji terimi ilk defa 1952°de A.L. Copley tarafindan bilim diinyasma
tanitilmistir (71). Hemoreoloji, makroskobik, mikroskobik ve submikroskobik agilardan
kandaki hiicresel komponentlerin deformabilite ve akim 6zellikleriyle ve de kanla direkt
olarak temas halinde bulunan damar yapisinin reolojik 6zellikleriyle ilgilidir. 1966’da
bu tanim A.L. Copley ve G.Seaman tarafindan genisletilmis ve hemoreoloji; kan ve kan
damarlarinmn, canli organizmalarin bir parcasi olarak nasil fonksiyon gordiiklerini ve
nasil bir etkilesim icinde olduklarini1 arastiran bir bilim dali olarak tanimlanmuistir

(71,72).
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Basta eritrositler olmak iizere, hiicrelerin plazma igindeki varligi kan viskozitesini
artirir. Hiicreler iginde oransal olarak en biiyiik degeri, eritrositler alir. Dolasimdaki her
1000 eritrosite (Smilyon/mm3) karsilik, yalmizca 1 Iokosit (5000-8000/mm3) ve
yaklasik 60 trombosit (250.000-300.000/mm3) vardir. Bu nedenle, kanmn reolojik
davraniglarin1  Ozellikle eritrositlerin belirledigi kabul edilebilir. Agregasyon ve
deformabilite, eritrositlerin kan akim karakterini etkileyen iki 6zelligidir. Diisiik akim
hizlarinda meydana gelen agregasyon, kan viskozitesini artirir. Yiiksek akim hizlarinda

ise, eritrositlerin deformabilite yetenegi sayesinde kan viskozitesi azalir (73,74).
2.4.2.FEritrositlerin Deformabilite Ozelligi

Olgun eritrositler, oksijen tasimak iizere ileri derecede Ozellesmis hiicrelerdir. Adeta,
0zel yapida bir hiicre zarmnin i¢inde yogunlastirilmis hemoglobinden olusan bu hiicreler,
herhangi bir organel icermediklerinden dis kuvvetlerin etkisi altinda kolaylikla sekil
degistirebilirler. Bu 6zel yap1 nedeniyle sekil degistirmelerine kars1 koyan tek unsur
hiicre zaridir. Hiicre zari, s6z konusu kuvvetleri yogun bir hemoglobin ¢o6zeltisi
ozelligindeki amorf sitoplazmaya iletir ve sitoplazmanin adeta akima bizzat katilmasini
saglar. Hiicre zar1, ayn1 zamanda eritrositlerin elastik yapisindan da sorumludur. Gerek
kitle halinde akim kosullarinda, gerekse kapiller dolasimda eritrositlerin ileri derecede
sekil degistirmesine neden olan kuvvetlerin ortadan kalkmasiyla birlikte hiicre orijinal
bikonkav disk sekline geri doner. Eritrosit deformabilitesi terimi, geri doniisiimlii bir

sekil degisimini ifade eder (75,76).

Deformabilite, eritrositlerin dinamik bir 6zelligidir. Normal hiicre fonksiyonu i¢in
gerekli ve dolasimin siirekliligi i¢in 6nemlidir. Deforme olabilen eritrositlerin kan
akimina katilmalar1 daha kolay olur. Eritrositlerin reolojik oOzellikleri, hem biiyiik
damarlardaki hizli akim kosullarinda, hem de kapiller dolasimda ©nem kazanir.
Eritrositlerin kendi caplarindan (8u) ¢ok daha kiiciik capa sahip (3u) damarlardan
gecebilmesi i¢in istiin bir deformabilite yetenegine sahip olmalar1 gerekir. Genis
anlamda eritrosit deformabilitesi, eritrositlerin mikrodamarlardan ge¢me yetenegini
diizenleyen hiicresel 0Ozelliklerin bilesimidir. Hiicre deformabilitesinin azalmast,

eritrositlerin yagsam siirelerini de kisaltmaktadir (76).

Eritrositlerin Deformabilite Ozelliklerine Etki Eden Faktorler:Deformabilite

terimi, elastik yapiya sahip eritrosit membraninin kuvvet etkisinde eritrositlere
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degistirme ve kuvvet ortadan kalktiginda yeniden bikonkav diskoid seklini kazanabilme

yetenegi olarak ifade edilmektedir (77).

Eritrositlerin deformabilite 0Ozellikleri ile yapisal o©zellikleri, birbirine uygunluk
gostermektedir. Niikleuslarinin olmamasi, diisiik sitoplazmik viskozite, membranin
visko elastisitesi, ylizey-hacim oraninin yiiksek olmasi, eritrosite % 40 daha fazla bir
alan saglar. Bu nedenle, dolasimdaki kuvvetlere cevap olarak olusan deformabilite,
hiicrenin sekli, hiicre membraninin hacim-yilizey orani gibi hiicre geometrisiyle ilgili
olan ekstrinsik faktorlere ve de hiicre membraninin visko-elastik Ozellikleri gibi

intrinsik faktorlere baghdir (77,78).

Eritrositlerin bikonkav diskoid sekilleri deformabilite yetenegi agisindan biiyiik bir
onem tasimaktadir. Bu yapmin sagladigi 6zel ylizey alani-hacim iligkisi sayesinde
eritrositler yiizey alanlarin1 genisletmeksizin sekil degistirebilirler. Oysa kiiresel bir
cismin ayni sekil degisikligini gerceklestirebilmesi ancak cok daha biiyiik enerji

harcanmasina ihtiya¢ gosteren yiizey alani genislemesiyle miimkiin olur (78,79).

Eritrosit membran1 belirli biiyiikliikteki bir kuvvetin etkisinde ne 0lgiide sekil
degisikligi olacagini belirleyen en Onemli unsurdur. Hiicreye disaridan etki eden
kuvvetlere karsi bir diren¢ olusturur. Bu nedenle eritrosit membraninin davranisini
“viskoelastik” olarak tammmlamak uygundur. Eritrosit ~membranini lipid
komponentlerinin bu davranisa katkis1 oldukca azdir. Ozellikle sekil degisikliginin geri
doniisiimlii olmasin1 saglayan elastik davranig, esas olarak lipid membraninin hemen
altinda bulunan ve esasen bir protein ag1 olan membran iskeletiyle iliskilidir. Hemen
biiyiik Okaryotik hiicrelerde, hiicrenin seklinden, hareketinden ve hiicre iginde
organellerin yerlesiminden sorumlu bir hiicre iskeleti vardir. Membran iskeleti,
eritrositlere bikonkav disk yapisini verir. Ayni zamanda, eritrositlerin birinci gorevi
olan O2 tagima igini siirdiirebilmeleri i¢cin kapillerlerden sekil degistirerek ge¢melerine
katkida bulunur. Eritrositlerin daha sonra eski sekillerine donebilmelerini
(stabilitelerini) saglar. Stabilitesi azalmig bir hiicre normal dolasim stresine dayanamaz
ve parcalanir. Daha kolay sekil degistirebilen bir eritrositin kapillerlerden gecebilmesi
icin daha az, deformabilitesi azalmis bir eritrosit icin ise daha ¢ok kuvvet gerekir

(80,81).

Hiicre zarmin normal visko-elastik Ozelliklerini koruyabilmesi, hiicre i¢i homeostazisi

ile yakin iligkilidir. Hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun artigi, membranin
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viskoz Ozelliklerini artirir, eritrosit deformabilitesini azaltir. Eritrosit membran lipidleri
ve iskelet proteinleri oksidatif hasara karsi duyarhdir. Oksidan hasar sonucu ortaya
cikan proteinler arasi capraz baglantilar eritrosit mekanik 6zelliklerini olumsuz yonde

etkiler (79,80).

Hiicre metabolizmasindaki ve yakin c¢evre kosullarindaki degisiklikler, eritrosit
deformabilitesinde degisiklik olusturur. Bu degisiklikler, eritrosit membraninin
viskoelastik 6zelliklerindeki bozulmalardan kaynaklanabilir. Ote yandan hiicrenin
bikonkav disk seklinin, dolayisiyla sekil degistirmede onemli avantaj saglayan yiizey
alan-hacim iligkisinin bozulmasi ve hemoglobin konsantrasyonu, dolayisiyla

sitoplazmik akiskanli§in degismesi de eritrosit deformabilitesini etkileyebilir (79-81).

Eritrositlerin normal glikolitik siireclerini stirdiirmeleri, mekanik 6zelliklerin korunmasi
icin gereklidir. Bu siireg, bir taraftan hiicrenin normal su ve iyon kapsamini korumaya
yonelik katyon pompalar1 (sodyum-potasyum ATPaz, kalsiyum ATPaz) icin gerekli
ATP havuzunu saglarken, diger taraftan oksidan hasara kars1 koyan Onemli

mekanizmalarla ilgili ko-faktorleri iiretir (79-81).

Membran Lipit Peroksidasyonu: Hiicre membrani serbest radikaller icin kritik bir
bariyerdir, cilinkii serbest radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim i¢cin bu bariyeri
gecmek zorundadirlar. Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin en Onemli
etkilerindendir. Lipid peroksidasyonu kuvvetli yiikseltgeyici bir radikalin etkisiyle
baslayan ve membran yapisindaki doymamis yag asitlerinin yikimiyla sonug¢lanan
kimyasal bir olaydir. Lipid peroksidasyonu lipid hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger
karbonil bilesiklerine doniismesiyle son bulur. Bu iirlinlerden baglicalar1 olan
malonildialdehit, proteinlere ve DNA’ya baglanarak kalici degisiklikler olustururlar

(82,83).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek icin
viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemler olarak bilinirler. Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar
olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1
savunma ile etkisiz hale getirirler. Hiicre dis1 savunma albumin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre ici serbest radikal

toplayic1 enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit
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dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz ve sitokrom oksidazdir (84,85).

Ozmotik Frajilite: Ozmotik frajilite, eritrositlerde yiizey alani/hacim oraninin bir
gostergesidir. Eger yiizey/hacim orani diiserse eritrositlerin ozmotik frajilitesi artar,
tersine bu oran yiikselirse ozmotik frajilite azalir, ozmotik hemolize diren¢ artar.
Frajilitenin azalmasi1 zarin stabilize oldugunu gosterir. Eritrositler hemoglobinin
ozmotik etkisinden dolayr hiicre ici siviyr artirmaya egilimlidirler. Ancak bu egilim
normal durumlarda Na+- K+ aktif transport pompasiyla engellenir ve sodyumla birlikte
hiicre i¢ine giren su, sodyumla birlikte hiicreden disar1 atilir. Eger giren su miktari
pompanin kapasitesini asarsa, eritrositler siser ve yuvarlak bir sekil alirlar. Eritrositler
hipotonik ¢ozeltilere konulduklar1 zaman su, hizlica eritrosit zarindan gegerek hiicrenin
sismesine yol acar. Eritrositin dnce fincan seklini sonra da kiire seklini almasini saglar.
Bunun nedeni eritrositin hacmi artarken yiizey alanmin ayni kalmasi veya ¢ok az
artmasidir. Eritrositler kiire sekline ulasip, kritik bir hacme vardiktan sonra hiicre zar1
parcalanir ve hemoglobin gibi biiyiik molekiiller serbest kalir (86,87). Eritrositi kiire
sekline doniistiiren iki durum daha vardir. Bir tanesi diskositekinosit doniisiimiidiir.
Hiicre ici ATP azalmasi ve Ca+2 artmasma baghdir. Eritrosit diskinin 6nce hatlar1
diizensizlesir, sonra dikensi ¢ikintilar (krenasyonlar) olusur, en son asamada da eritrosit
oval veya kiire seklini alir. ATP yerine konulursa kiirenin sekli derece derece normal
sekline doner(88). Ikincisi diskosit-stamatosit doniisiimiidiir. Eritrositler diisik pH’a
maruz kaldiklarinda olusur. Eritrositin bir tarafindaki ¢okiikliikk azalirken diger tarafta

artar (89).

Eritrositler, hipertonik ¢ozeltilere konulduklarinda ise su kaybederler, hiicre kiiciiliir ve
kenarlarinda dikensi ¢ikintilar (krenasyonlar) olur (90). Ozmotik frajilite testinde, farkli
hipotonik derisiklerdeki tuz cozeltilerin icine birakilan eritrositlerin hemolize karsi
direnci Olgiiliir. Her bir hipotonik derisimdeki eritrositlerin parcalanma miktari,
derisimin ic¢ine salinan hemoglobinin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesiyle hesaplanir ve

eritrositlerin tamamen lizis oldugu en diisiik derisimli 6rnekle karsilastirilir (90).

Ozmotik frajilitenin kritik belirleyici faktorii eritrositlerin ylizey alamyla hacmi
arasindaki orandir (91). Kiiresel hiicrelerin yiizey/hacim oranlar1 diisiiktiir, hipotonik
cozeltilerde sinirlt bir genisleme kapasiteleri vardir ve normal bikonkav eritrositlerden

daha yiiksek NaCl derisiklerinde lizis olurlar. Bu eritrositler i¢in artmis ozmotik
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frajiliteye veya azalmis hemolitik dirence sahiptir, denilir. Diger yandan hipokromik,
diiz ve yass1 hiicreler hipotonik ¢ozeltilerde daha biiyiikk genisleme kapasitesine
sahiptirler ve normal eritrositlerden daha diisiik NaCl derisiklerinde lizis olurlar. Diisiik

ozmotik frajiliteye veya baska bir sdylemle artmig hemolitik dirence sahiptirler (92).



3.GEREC VE YONTEM

Calismamizda Erciyes UniversitesiHakan Cetinsaya deneysel klinik arastirma
merkezinde yetistirilen 200-300 gr agirhigindaki erkek Wistar albino ratlar kullanildi.
Caligsmada 40 adet rat kullanilmis 10 arli 4 ayr1 deney grubu olusturulmustur. Calisma
boyunca ratlara 3 giin boyunca uygulanan, serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ve HgCI2

intraperitonal (ip) olarak ve propolis ise gavaj yoluyla uygulanmustir.

Arastirmada kullanilan propolis Kayseri Biinyan ilcesinde kavak agaglarinin yogun
oldugu bolgede yer alan ariliklardaki kovanlardan elle toplanmistir. Ham propolis bir
hafta %70 etanolle Oziitlendikten sonra filtre edilmistir. Alkolii evaporasyon yoluyla

ucurulan saflastirilmig propolis arastirmada belirlenen dozda ratlara verilmistir.

Hematolojik parametreler ile serum potasyum diizeyleri Erciyes {iiniversitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Merkez Labaratuarinda ol¢iilmiistiir. Methemoglobin ve 2,3 DPG
miktarlar1 ile% hemoliz oranlar1 ve eritrosit uzama indekslerinin 6l¢iimleri Tip Fakiiltesi

Fizyoloji Anabilim Dali labaratuarinda gerceklestirilmistir.

Olgiimler icin baslhica spektrofotometre (Helios beta) , sogutmali santrifiij (Sigma
3K30), Rheodyne SSD Laser Diffraktometre, diger labaratuar malzemeleri ve standart

cozeltiler kullanilmastir.

Calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 10.08.2011 tarih

ve 104 numaral karar ile etik acidan uygun bulunarak onaylanmustir.



22

3.1.DENEY GRUPLARI

Kontrol Grubu: 1 ml serum fizyolojik (%0,9 NaCl) intraperitoneal (ip)uygulanmis olan
grup,

Civa Kloriir grubu: 4 mg/kg/giin HgCI2 ip uygulanmis olan grup,

Propolis grubu: 200 mg/kg/giin propolisgavaj yolu ile uygulanmis olan grup,

Civa Kkloriir + propolis grubu: 200 mg/kg/giin propolis gavaj yolu ile uygulanmis olup

, propolis civa toksisitesi yaratilmadan 1 giin 6nce verilmeye baslanmis olan gruptur.
3.2. KAN ORNEKLERININ ALINMASI

Ratlar, enjeksiyonlarin ve oral uygulamanin bitiminden 1 giin sonra anestezi altinda
uyutularak her bir ratin kalbinden 8-9 ml kan enjektorlere alinmistir.Enjektore alinan
kan, hematolojik paremetreler, biyokimyasal paremetre (potasyum), methemoglobin ,
eritrosit agragasyonu, eritrosit deformabilitesi, eritrosit fragilitesi i¢in ayrilmis ve kalan
kan 2,3-disphosphoglycerate (2,3-DPG) icin kullanilmistir. Eritrosit deformabilitesi, %
hemoliz ve eritrosit agregasyonu gibi reolojik parametrelerin 6l¢iimiinde ve hematolojik
paremetreler, biyokimyasal paremetre (potasyum) Olciimiinde tam kan kullanilmistir.
2,3-disphosphoglycerate (2,3-DPG) icin ayrilan kan 3000 devirde 5 dk santrifiij edilerek
plazmalar1 ayrilmistir. Elde edilen plazma 6rnegi-20°C’de saklanmistir. Kan alma
islemlerinden sonra anestezi altindaki hayvanlar kalplerine potasyum kloriir (KCI)

enjekte edilerek oldiiriilmiislerdir.

Kayseri propolisi ultra-santrifiij degirmeni ile 6giitiilmiistiir. 10 g propolis 100g dimetil
stilfoksit (%100 agirlik/hacim) icinde 24 saat siireyle 37 °C de magnetik karistirict ile
karstirilmistir. Biiyiik partikiiller filtredengecirilerek elenmistir. Elde edilen propolis

preperati steril seum igerisinde istenilen konsantrasyonda seyretilmistir.
3.3.HEMATOLOJiK PARAMETRELERIN OLCULMESI

Hematolojik parametreler olarak eritrosit sayisi, hemoglobin ve methemoglobin
miktarlari, hemotokrit orani ile MCV, MCH, MCHC, RBC, I6kosit, trombosit degerleri
elektronik  hematoloji  analizoriinde  (Seimens Advia 2120 1) olgiilerek

degerlendirilmistir.
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3.4. SERUM POTASYUM DUZEYLERININ OLCULMESI

Merkez biyokimya labaratuarinda otoanalizorde (Abbott Architect) potasyum diizeyleri

Olciilmiistiir. Potasyum degerleri mmol/ml olarak degerlendirilmistir.
3.5. METHEMOGLOBIN OLCUMU

Kan oOrneklerinde, MetHb tayininde Dubowski tarafindan gelistirilen yOntem
kullanilmistir. 10 ml 0.017 M fosfat tamponuna 0.2 ml kan ilave edilmistir. Kanin bir
kism1 spektrofotometre kiivetine aktarilmis ve 630 nm'de blank fosfat tamponuna karsi
absorbans okunmustur (Al). Kiivete potasyum siyaniir (KCN) 2mg ilave edilmis ve
absorbans 630 nm'de okunmustur (A2). Ayni1 kan 6rneginin diger kismima 5 mg [K3Fe
(CN)6] ilave edilmis ve fosfat tamponuna kars1 630 mn'de absorbans okunmustur (A3).
Kiivete KCN ilave edilmis ve 630 mn'de absorbans okunmustur (A4). Orneklerdeki
MetHb yiizdesi asagidaki formiille hesaplanmistir:

MetHb=( A1-A2)/( A3-A4)X100
3.6.ERITROSIT DEFORMABILITE OLCUMU

Eritrosit deformabiliteleri, alman 30 pl kandan, lazer difraktometre yoOntemiyle
Olctilmiistiir. Alinan 30 ul kan 2 ml dekstran iceren tiiplere aktarilmis ve alt-iist edilerek
kanin dekstran icinde homojen bir goriintii olusana dek karigmasi saglanmistir. Bu

karisim 2 ml’lik enjektorlere aktarilmastir.

Myrenne Rheodyne SSD (sekil 3.1) programi calistirilmis ve enjektorde bulunan
dextran-kan karigimi rheometrenin, farkli donme hizlar1 uygulayarak shear stresi taklit
edecek olan haznesine yavasca ve arasinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde enjekte
edilmistir. Myrenne Rheodyne SSD programi calistirilmis ve enjektérde bulunan
dextran-kan karigimi rheometrenin, farkli donme hizlar1 uygulayarak shear stresi taklit
edecek olan haznesine yavasca ve arasinda hava kabarcigi kalmayacak sekilde enjekte
edilmistir. Artan akim stresi altinda, eritrositler bikonkav sekilden elipsoit sekle
doniisiirler ve bosluk i¢inde doniis hizina bagli olarak hiicrelerdeki uzama oranlari
bilgisayar programi araciligi ile hesaplanir ve bu indeks uzama (elongation) indeksi (EI)

olarak adlandirilir. EI eritrosit deformabilitesinin bir gostergesidir.
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Sekil 3.1.Rheodyne SSD Sistemi

Alet, uyguladig: farkl shear streslere (0,3Pa, 0,6Pa, 1,2Pa, 3Pa, 6Pa, 12Pa, 30Pa, 60Pa)
karsilik gelen eritrositlerin uzama indekslerini (Elongation Index, EI) otomatik olarak
Olcmiistiir. EI, cihaz tarafindan otomatik olarak EI = (L-W) / (L+W) seklinde
hesaplanmustir. L (length) ve W (width) eritrositin uzunlugunu ve genisligini ifade eder.
Bu olciim 2 kez yapilmis ve sonuclar, bu iki Ol¢climiin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Olciim yapildiktan sonra haznedeki kan bosaltilmis ve hazne diger
Olciimler i¢in distile su ile 3 kez yikanarak temizlenmis ve kurutulmustur. Kan
alindiktan sonra en ge¢ 2 saat icinde eritrosit deformabilitesi Ol¢clim islemi

gerceklestirilmistir.

3.7. ERITROSITLERIN OZMOTIK FRAJILITE OZELLIKLERININ
OLCULMESI

Eritrositlerin ozmotik frajiliteleri %03,6 NaCl c¢ozeltisine kars1 gosterdigi direng azaligi
ile dl¢iildii(sekil3.2). Bunun icin %0-%03,6 ve %0,9 NaCl ¢ozeltileri hazirlanarak her
tiipe 10 mikrolitre tam kan ilave edilerek karistirildi. Oda derecesinde 30 dakika
inkiibasyondan sonra 2000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar1 ayrildi.
Orneklerin optik dansiteleri (O.D) spektrofotometrik (Helios beta), olarak 540nm dalga
boyunda okunarak degerlendirildi. %100 hemolizin oldugu distile sudaki absorbans

degerlerine gore % hemoliz degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi.

Hemoliz(%)=%03,6NaCl ¢ozeltisindeki O.D./Distile sudaki O.D.x100
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Sekil 3.2.0smotik Fragilite Olciimii icin Kullamlan Spektrofotometre

3.8. 2,3-DIFOSFOGLISERAT(2,3-DPG) OLCUMU

-20 °C’de saklanmis olan plazma Srnekleri oda sicakligina getirilmis. Baslangicta eliza
plag1 iizerindeki 7 kuyucuga 100ul standartlar koyulmustur digerlerine ise ayni
miktarda plazma o6rnekleri koyulup iizeri kapatilmigtir. 37 °C de 2 saat inkiibe
edilmistir. Herbir kuyucuga Biotin-antibody soliisyonundan 100ul eklenmis ve 1 saat 37
°C de bekletilmistir. Bu kuyucuklardan soliisyonlar uzaklastirilacak sekilde bosaltma
islemi uygulanmis ve iic defa yikanmistir. Horseradish Peroxidase (HRP) —avidin
soliisyonundan 100ul eklenmigtir. 1 saat 37 °C de bekletilmistir. Daha sonra
soliisyonlar1 uzaklastirilacak sekilde yikama islemi uygulanmistir. Substrat olarak 90ul
TMB (3,3, 5,5' tetramethylbenzidine) katilmis ve 1siktan korunmustur. 15-30 dakika 37
°C de inkiibe edilmistir. Sonrasinda reaksiyon durdurma amagli kullanilan stop soliisyon
(stilftirik asit) 50ul ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Her bir Ornegin optik
dansitesi 5 dakika icerisinde bilgisayar programli Elisa cihazinda (perkin elmer marka)

450nm’de okunmustur.
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Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart 2,3 DPG c¢ozeltisinden 0-4000 nmol/ml arasinda 7 farkli seyreltme ile standart
cozeltiler hazirlanmis, herbirinin optik dansitesi 450 nm’de okunarak Sekil 3.3. de
goriilen standart egri elde edilmistir. Orneklerin 2,3 DPG miktarlar1 bu standart egri

kullanilarak nmol/ml olarak verilmistir.
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Sekil 3.3: 2,3 DPG Standart Egrisi

3.9. iISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullanildi.
Parametrelerin  normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilima uygun oldugu saptandi. Calisma
verileri degerlendirilirken parametrelerin gruplar arasi karsilagtirmalarmmda Oneway
Anova testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde Tukey HDS testi kullanildi.
Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.



4.BULGULAR

Tiim grup hayvanlardan alinan kan orneklerindeki hematolojik parametreler (eritrosit,
hematokrit degeri, hemoglobin miktari, MCH, MCHC, MCV, Iokosit, ve trombosit

sayilar1) Tablo 4.1°de verilmistir.



Tablo 4.1: Hematolojik parametre degerleri
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Kontrol HgCl2 Propolis HgCl2(4mg/kg)+Propolis P
(4mg/kg) (200mg/kg) (200mg/kg)
n=10 n=10 n=10 n=10

Eritrosit (x10%/mm3) 7,94+0,25 8,28+0,95 8,61+0,78 8,48+0,43 0,092
Hematokrit  Degeri 49,10+2,42 49,46+3,88 49,75+3,28 49,24+2 60 0,091
(%)

Hemoglobin Miktari 14,34+0,25 14,56+1,38 14,88+1,07 14,42+0,77 0,092
(%)

MCH (pg) 16,66+0,43 16,83+0,46 16,98+0,36 16,67+0,25 0,091
MCHC (g/dl) 30,13+0,55 31,06+0,38 30,29+0,29 30,23+0,94 0,090
MCYV (f1) 57,83+0,82 57,85+1,59 57,88+1,13 57,84+2,06 0,090
1Lokosit (x10°/mm” ) 5,59+0,46 14,96+7,32 5,62+1,06 9,43+2,99 0,001**
Trombosit (x10°/mm’ 801,30+123,18 557,00+£124,47 800,40+36,45 800,00+63,12 0,001 **

)

Oneway ANOVA Test** p<0.01 Degerler orttstandart sapma olarak verilmistir.
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Tablo 4.2: Eritrosit, hematokrit, hemoglobin, MCH, MCHC,MCYV, 16kosit ve trombosit post hoc
degerlendirme sonuglari

Eritrosit Hematokrit . Lokosit Trombosit
(x10%/mn?) (%) Hemoglobin(% ) MCH (pg) MCHC (g/d1) MCYV (1) (x10/mm’ ) x10%/mm’ )
Kontrol/
HgCI12 0,234 0,623 0,066 0,928 0,905 0,475 0,001 ** 0,001 **
Kontrol/ Propolis
0,124 0,998 0,060 0,993 0,906 0,482 1,000 0,989
Kontrol/
HgCl2+Propolis
0,134 1,000 0,063 1,000 0,936 0,462 0,168 0,999
HgCl2, Propolis
1,000 0,862 0,975 0,999 0,956 1,000 0,001 %*%* 0,005**
Hg C12/
HgCl2+Propolis
0,954 0,563 0,998 0,910 0,905 0,502 0,001%*%* 0,001 **
Propolis,
HgCl,+Propolis
0,994 0,995 1,000 0,989 0,913 0,346 0,174 0,928

Tukey HSD test* p<0.05%* p<0.01
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Civa Kkloriir toksisitesi olusturulan ratlarda, kontrol grubu hayvanlara gore hematolojik
parametreler de hafif bir artis olsada, istatiksel olarak anlamli degildir. Ancak lokosit
sayis1 Oonemli Olgiide artarken, trombosit sayisinda anlamh bir diislis saptanmustir.
Sadece propolis verilen grubun degerleri kontrol grubu degerlerine yakindir. Civa
toksisitesi yaratilan ve koruyucu olarak propolis verilen grupta ise lokosit sayisindaki
artis ile trombosit sayisindaki azalma biiyilk oranda 6nlenmistir (Tablo 4.1, Tablo4.2)

(Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Eritrosit

X108/mm?
(0]
_|

Kontrol Civa klortr Propolis Civa
klorGr+Propolis

Sekil 4.1 : Eritrosit sayilari
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Sekil 4.2: Hematokrit degerleri
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Sekil 4.3: Hemoglobin miktarlar
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Sekil 4.4: Ortalama eritrosit hemoglobin (MCH) degerleri
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Sekil 4.5: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)degerleri
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Sekil 4.6: Ortalama eritrosit voliimii(MCV) degerleri
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Sekil 4.7:Lokosit sayilari
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Sekil 4.8: Trombosit sayilari
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Tiim grup hayvanlardan alinan kan 6rneklerindeki serum potasyum, MetHb,2,3DPG ve

9% hemoliz sonuglari tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3: Guruplarin serum potasyum, MetHb,2,3DPG ve % hemoliz diizeyleri

Kontrol HgCI2 Propolis HgCl2(4mg/kg)+ | P
(4mg/kg) (200mg/kg) Propolis
(200mg/kg)
n=10 n=10 n=10 n=10

Potasyum | 5,60+0,36 6,30+0,64 5,52+0,99 6,14+0,42 0,001
(mmol/L) wk
MetHb 0,92+0,08 1,35+0,33 0,92+0,08 0,91+0,11 0,001
(%) e
2,3 DPG | 232,94+ 3130,82+ 131,65+25,86 | 1350,33+986,38 0,001
(nmol/ml) | 131,90 1626,09 ok
9% Hemoliz | 30,60+3,47 88,30+4,08 | 29,60+3,30 75,104+4,93 0,001

kel

Oneway ANOVA Test** p<0.01 Degerler orttstandart sapma olarak verilmistir.
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Tablo 4.4: Serum potasyum, MetHb, 2,3 DPG ve %hemoliz post hoc degerlendirme sonuglari

Potasyum MetHb (%) 2,3 DPG | % Hemoliz
(mmol/L) (nmol/ml
Kontrol/ 0,020%* 0,001 ** 0,001 ** 0,001 **
HgCI2
Kontrol/ Propolis | 0,991 1,000 1,000 0,993
Kontrol/ 0,664 0,924 0,063 0,001 **
HgCI12+Propolis
HgCl2, Propolis 0,300 0,001 ** 0,001 ** 0,001 **
Hg Cl12/ 0,472 0,001 ** 0,001 ** 0,001 **
HgCl2+Propolis
Propolis, 0,003%%* 0,924 0,032* 0,001 **
HgCl,+Propolis

Tukey HSD test™ p<0.05** p<0.01

Civa kloriir toksisitesi olusturulan ratlarda, kontrol grubuna gore serum potasyum ve

MetHb istatiksel olarak anlamli artmistir. Sadece propolis verilen grubun degerleri

kontrol grubu degerlerine yakindir. Civan kloriir toksisitesi yaratilip koruyucu olarak

propolis verilen grupta ise serum potasyum diizeyinde civa kloriirgrubuna gore istatiksel

olarak fark yoktur ancak MetHb degerinde istatiksel anlamli azalma vardir(Tablo 4.3,

Tablo4.4) (sekil4.9, sekil4.10).

Serum Potasyum

mmol/L
- N W » OO O N ©©

o

Kontrol

Civa klortr

Propolis

Civa kloriir+Propolis

Sekil 4.9: Serum potasyum degerleri




36

Methemoglobin
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Kontrol Civa klorQr Propolis Civa
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Sekil 4.10: Methemoglobin degerleri

Civa intoksikasyonunda 2,3DPG degeri ve %hemoliz orani kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli artmustir. Sadece koruyucu olarak propolis verilen grupta
2,3DPG degeri ve % hemoliz oranlar1 kontrol degerler civarindadir. Civa kloriir
toksistesi yaratilan ve koruyucu olarak propolis verilen grupta 2,3DPG degeri ve

9%0hemoliz oranindaki artma 6nlenmistir (Tablo 4.3, Tablo4.4)(Sekil4.11, Sekil4.12).
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Sekil 4.11: 2,3-Difosfogliserat degerleri
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Sekil 4.12: % Hemoliz oran

Tiim grup hayvanlardan alinan kan orneklerindeki diisiik shear stresteki (3.00 Pas) ve

shear stresteki (60.00 Pas) sonuclar1 gruplarin eritrosit uzama indeksi tablo 4.5°de

verilmistir.




Tablo 4.5: Guruplarin eritrosit uzama indeksi
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EUI Kontrol HgCI2 Propolis HgCl2(4mg/kg) | P
Shear (4mg/kg) (200mg/kg) +Propolis
Stres (200mg/kg)

n=10 n=10 n=10 n=10
0.30 0,43+0,39 0,40+0,44 0,58+0,39 0,50+0,58 1000
0.60 3,47+1,30 0,55+0,66 1,73£0,74 1,63+0,86 0,001**
1.20 9,38+0,99 3,90+0,77 9,48+0,81 5,75+1,27 0,001**
3.00 17,11+1,24 16,84+0,73 17,21+1,32 16,97+1,21 1000
6.00 22,11+1,01 20,83+1,03 22,59+1,36 21,58+0,55 0,170
12.00 24,41+1,22 23,91+1,39 24,53+1,23 24,14+0,59 0,168
30.00 25,95+1,40 24,78+2,10 25,79+1,23 24.,95+0,92 0,001%**
60.00 28,85+1,48 25,99+1,85 28,95+0,48 27,1620,86 0,001%**

Oneway ANOVA Test** p<0.01 Degerler orttstandart sapma olarak verilmistir.
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Tablo 4.6: Farkli shear streslerde eritrosit uzama indeksleripost hoc degerlendirme sonuglar1

0.30 0.60 1.20 3.00 6.00 | 12.00 30.00 | 60.00

Kontrol/ 0,875 0,006%* | 0,006%* | 0,994 0,081 | 0,926 1,000 | 0,019%
HgCI2
Kontrol/ 0,974 0,001** | 0,876 0,992 0,061 | 0,149 1,000 | 0,610
Propolis
Kontrol/ 0,175 0,001%* | 0,001** | 0,095 0,861 | 0,724 0,038* | 0,993
HgCl2+Propolis
HgCl2, Propolis | 0,007*%% | 0,001** | 0,001** | 0,001** | 0,995 | 0,660 1,000 | 0,001%**
Hg C12/ 0,029* | 0,011* | 0,138 0,283 0,594 | 0,184 0,019* | 0,004%**
HgCl2+Propolis
Propolis, 0,572 0,001%** | 0,001** | 0,031* | 0,281 | 0,004** | 0,019* | 0,909
HgCl,+Propolis
Tukey HSD test™ p<0.05** p<0.01
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16,06 A == Kontrol

} —f@—civa klorir

12,00 - ~e—propolis
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4,00

0,00 -

1.20 3.00 6.00
0.30 0.60 12.00 30.00 60.00

Sekil 4.13: Eritrosit uzama indeksi degerleri
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EUI Shear Stres 3,00
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Kontrol Civa klorQr Propolis Civa
klorr+Propolis
Sekil 4.14: Diisiik shear stresteki (3.00 Pas) eritrosit uzama indeksleri
EUI Shear Stres 60,00
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Kontrol Civa klorQr Propolis Civa
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Sekil 4.15: Yiiksek shear stresteki (60.00 Pas) eritrosit uzama indeksleri

Civa intoksikasyonunda yiiksek shear stres (60.00)’de kontrol grubuna gore isatatiksel
olarak anlamli azalmistir ancak diisiik shear stres(3.00)’de kontrol grubuna gore
istatiksel anlamli fark yokur. Gerek diisiik shear stresde gerekse yiiksek shear stresde
koruyucu olarak verilen propolis de istatiksel anlaml fark yoktur(Tablo 4.5, Tablo 4.6)
( Sekil 4.14, Sekil 4.15).



5. TARTISMA VE SONUC

Agir metallerin ekolojik sistemdeki yayilmalar1 dogal cevrimlerden ¢ok insanin neden
oldugu etkiler nedeniyle olmaktadir. Ayrica kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye
yaymnimi Oonemli miktarlara ulagabilmektedir. Dogal degisimler sonucu kadminyum,
arsenik, civa ve kursun gibi metaller atmosfere salinmaktadir. Insanlar yoluyla da bu
yayllim artmaktadir (1). Agir metallerin su kaynaklarma ulagmasi endiistriyel atiklarin
veya asit yagmurlarinin topragi ve dolayist ile bilesiminde bulunan agir metalleri
cozmesi ve coOziinen agmr metallerin wmak, gol ve yeralt1 sularina tasmmasiyla
olmaktadir. Sulara tasinan agir metaller seyrelseler de, kismen karbonat, siilfat ve siilfiir
bilesikleri halinde su tabanina ¢okerler. Sediment tabakasimin adsorpsiyon kapasitesi
siirlt oldugundan sularin agir metal derisimi siirekli olarak yiikselir, bagka bir deyisle

bu katmanlar metalce zenginlesir (2).

Agir metallerden biri de civadir. Civa; hava, su ve toprakta bulunabilen bir elementtir ve
bu ortamlarda bir kag¢ sekilde bulunur. Elementer yada metalik civa, inorganik civa veya
civa tuzlar1 ve organik civadir(6). Elementer civanin en tehlikeli olan1 inhalas yon
yoluyla alinan civadir. Alveollerden absorbe olur, biyotransformasyona ugrayarak
merkiirik civa haline doniisiir. Boylece aliman civanin % 80’1 kan dolagimina girerek
eritrositlerde okside olur ve oOzellikle bobreklerde birikir. Civanin okside olmayan
boliimii ise kan beyin bariyerini asarak beyinde birikir. Beyinde yiiksek oranda bulunan
lipit nedeniyle civa elimine edilemez. Civa bdylece motor sinirlerinin koordinasyonunu

da engellemis olur (7). Civa birlesikleri gastrointestinal yoldan hizla absorbe edilir ve
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viicutta hizla yayilir. Ozellikle serebral korteks, beyin periferik duyu sinirlerinde ve
bobrekte birikime ugrar. Dolayisiyla duyusal ve motorik yetersizlige neden olur(8).
Eskiden dezenfektan maddelerinde organik civa bilesikleri kullanilirken; giiniimiizde
daha az toksik maddelerin kullanima girmesinden dolay1 kullanilmamaktadir (11). Civa
ve bilesenleri; asetaldehit ve viniklorit gibi sentetik endiistriyel maddelerin iiretiminde
katalizor olarak, sodyum kloriirden sodyum hidroksit ve klor tiretiminde elektrot olarak,
termometre ve elektrikli aletlerin iiretiminde, endiistriyel kontrol aygitlarinda, tarim
ilaglarinda fungisit olarak, ayrica boya ve kagit sanayisinde bilhassa discilik alaninda
de kullanilmaktadir (20). Civa bir cok sanayii dalinda kullanildig1 icin, cevresel
kontaminasyon ile balik ve deniz hayvanlarindan, yapisinda civa bulunan tarim
ilaglarinin sik kullanimi sonucu, tarim {iiriinlerinin yapisindan beslenme dongiisii ne
girerek etkisini gostermektedir. Yapilan ¢alismalar balik, et ve bazi siit iiriinlerinde

yiiksek diizeyde civa bulunabildigini gostermistir (21).

Akut civa zehirlenmesi birka¢ saat i¢inde kusma, bulanti, kanli diyare ve kramp
biciminde karin agrilar1 ile baslar. Dokular tarafindan absorbe edilen civa bobreklerde
birikir, idrar atilimi azalir, sonra tamamen kesilir. Akut civa intoksikasyonu iiremiye
neden olup, 6liimle sonuclanabilir (12). Kronik civa zehirlenmelerinin semptomlar1 1-
30 yil sonra ortaya ¢ikabilmektedir. Civa iyonlar1 hiicre i¢inde enzim inhibitorleri ve
proteinlerini degistirirler ve hiicrelerin metabolizmasini ve fonksiyonunu etkiledigi gibi
membran fonksiyonunu ve transportunu da etkilerler. Kronik civa intoksikasyonu
norolojik belirtilere, giicsiizliige, yorgunluk, uykusuzluga, kilo kaybina, istahsizliga,
gastrointestinal diizensizliklere, kaslarda titreme ve kronik spazmlara neden olur. Civa
zehirlenmesinin agiz i¢i belirtileri: gingivitis, asir1 tiikkriik salgisi, metalik tat ve dislerde

mobilite artisidir (13).

Eritrositlerin gorevi Oncelikle dokularda olusan CO2’yi akcigerlere tasimak ve
akcigerlerden O2’yi dokulara tasimaktir. Ayrica kanm alkalik reaksiyonun
degismezligini saglamaktir. Bu gorevlerini biinyelerinde bulunan hemoglobin ve
fosfatlar yardimiyla gerceklestirirler. Eritrositler ylizeylerinde bulunan antijenlerle kan
gruplariin  belirlenmesini  de saglarlar. Alyuvarlar c¢ekirdeksiz ve yuvarlak
goriinlimdedirler ortalarindan bastirilmis yapilar vardir. Bu bikonkav yapilar1 ve esnek
zarlarinin yardimiyla gaz tasinmasina c¢ok elverislidirler (53). Dolasimda eritrosit sayis1

dalgalanma gostermez. Ancak kanama, anemi ya da dokulara giden oksijen azaldiginda
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eritropoetik faktor ¢ok miktarda kana salinarak karacigerde eritropoetin yapilmasini
saglar ve alyuvar olusumunu hizlandirir. Omiirleri dolan eritrositler dalak ve
karacigerde yikima ugrarlar. Insanlarda ortalama eritrosit sayis1 bir milimetrekiip kanda
4-6 milyondur. Ratlarda ise ortalama 5,5-10 milyondur (94). Hemoglobin, eritrositlerin
icerisinde bulunan; akcigerden dokulara oksijen, dokulardan akcigere karbondioksit ve

proton tastyan proteindir. Hematokrit, eritrositlerin toplam kan hacmine oranidir.

Propolisin antibiyotik, antioksidan, antibakteriyal ajanlar, agir ve hafif metal
intoksikasyonunu Onlemede Onemli yere sahiptir. Propolisteki temel bilesen olan
flavanoidler ve tiirevlerinin, serbest radikalleri temizlemede, en ¢ok etkili olan bilesikler
olma oOzelligine sahiptir. Bazi1 flavanoidler, doymamis yag asitlerinin peroksi
radikalleriyle reaksiyona girip temizleyici rol oynayarak, lipit peroksidasyonunun
baslangic asamasina etki edebilirler. Flavanoidlerin, serbest radikalleri ortamdan
temizlemeleri ve uzaklastirabilmeleri gibi islevlerinin yan1 sira, lipooksijenaz ve siklo

oksijenaz enzimlerini inhibe ederek antioksidan etki gosterebilmektedir (37).

Serbest radikal olarak adlandirilan oksidan molekiiller, hiicrede normal metabolizma
esnasinda {iretilirler. Membran lipitlerinin oksidasyonu; lipit peroksidasyonuna ve
onlarin sebep oldugu hasara yol acarlar.Siiperoksit dismutaz (SOD)katalaz (CAT)
glutatyon peroksidaz (GP) gibi enzimler savunma mekanizmasi sirasinda iiretilen
enzimlerdir. Savunmada endojen antioksidan enzimlerin koruyucu etkilerine ek olarak,
besilerle alinan (ekzojen) antioksidanlarin tiiketimi de biiyilk Oonem tasimaktadir.
Besinsel temel antioksidadanlar; E vitamini, C vitamini, karotenoidler, flavanoidler ve
diger polifenoidlerden olusmaktadir. Ozellikle savunma mekanizmasinda hiicresel
antioksidanenzimlerin (SOD ve GP gibi) 6nemi biiyiiktiir ve bu enzimlerin yetersiz
olmas1t veya enzim aktivitelerinde meydana gelen azalmalar, hiicre bilesenlerinde
onarillamayacak hasara yol acgabilirler. Ancak besinlere antioksidan katkilar
yapildiginda, hiicresel savunma sistemi  giiclendirilerek, hasar en aza
indirgenebilmektedir. Propolis ve diger antioksidan maddelerle yapilan ¢alismalarda,
propolisin lipit peroksidasyonunun engelledigi ve serbest radikal olusumunu azalttigi

tespit edilmistir (38,39).

Hounkpatin ve arkadaslar1 (95) ratlarda civanin toksik etkisi sonucu vitamin C nin

koruyucu etkisi arastirilmig. 28 giin boyunca 0,12mg/kg ve 01,2mg/kg civa
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intraperiteneal uygulanmis. Dozla dogru orantili olarak HBG, RBC, HCT, MCHC de

azalma MCV artmistir.

Baska bir calismada, Jun- Hun Kim ve arkadaslari(96) baliklarda civa toksikasyonu
olusturulmus RBC, HB ve HCT de anlamli azalmistir. R.Maheswaran ve arkadalar1 (97)
icme sularina civa ile toksiste olusturulan tath su baliklarinda hematolojik degislikler

arastirillmis. HGB VE RBC de azalma, 16kositde de artis olmustur.

Hikmet Y. Ve arkadaslari(98) baliklarda civa intoksikasyonu sonucu selenyumun
koruyucu etkisinin hematolojik paremetreler ¢alisilmis. Civa intoksikasyonu sonucu
HBG, HCT, ve RBC de azalma goriilmiistiir. Turgut ve arkadaslari(99) ratlarda
alimilyum intoksikasyonu sonucu hematolojik degisikliklerini incelemislerdir. HBG VE

HCT de anlamli azalma, MCV ve MCHC de anlaml1 yiikselme olmustur.

Nashva A. ve arkadaslari, (100) ratlarda profens toksisitesine karsi propolisin koruyucu
etkisi arastirilmistir. Intoksikasyon sonucu HBG, MCV VE MCHC kontrole gore
artmistir. Ashok P.(101) ve arkadaslar1 hiperlipidemi olusturulan tavsanlarda propolisin
hematolojik etkisine bakilmis. Hiperlipidemi sonrasi propolis, HBG, HCT, RBC

degerlerinde artma olmustur.

K.I. Kamel (102) ve arkadaslari, tavsanlarda propolisin iireme {izerine etkisi ve
hematolojik etkisini incelemis, propolisin HGB, RBC, MCV de artma olmustur.
Selamoglu T.Z. (103) ve arkadaslar1 arsenige maruz kalan sazanlarda propolisin
koruyucu etkisi arastirilmis. Propolis de HGB, HCT, MCV, MCHC, MCH degerlerinin

arttig1 bulunmustur.

Agir metal zehirlenmelerinde lokositoz sik karsilagilan bir bulgu olarak goriilmektedir.
R.Maheswaran ve arkadalar1 (97) icme sularina civa ile toksiste olusturulan tath su
baliklarinda, 16kositde de artis olmustur. Hounkpatin A.S.Y. ve arkadaslar1 (96) ratlarda
kadminyum ve civanin toksik etkisi sonucu vitamin C nin koruyucu etkisi arastiriimas.
Diisilk dozda (0,12mg/kg) lokositde istatiksel degisme olmasa da, yiiksek dozda
(1,2mg/kg) artma olmustur. Trombosit sayist ise toksisiteye maruz kalinan kisa

siirelerde artmis, uzun siire de azalmistir(104).

Bu arastirmada da, civa kloriir toksisitesi olusturulan ratlarda, kontrol grubu hayvanlara
gore hematolojik parametreler de hafif bir artis olsada, istatiksel olarak anlamli degildir.

Ancak 10kosit sayis1 onemli Olciide artarken, trombosit sayisinda anlamli bir disiis
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saptanmustir. Sadece propolis verilen grubun degerleri kontrol grubu degerlerine
yakindir. Civa toksisitesi yaratilan ve koruyucu olarak propolis verilen grupta ise 16kosit

sayisindaki artig ile trombosit sayisindaki azalma biiyiik oranda dnlenmistir

Hemoglobinin yapisindaki demir iki degerlikli indirgenmis demirdir . Ferr6z demir
denilen bu indirgenmis demir, oksijen ve/veya karbon dioksidi kolayca kendisine baglar
ya da bunlar1 kolayca kendisinden uzaklastirir. Oksijeni, yukarida degindigimiz bigimde
tastyan hemoglobine, “Oksihemoglobin” denir. Hemoglobindeki demir iic degerlikli
yiikseltgenmis olarak bulundugunda, hemoglobine baglanmis olan oksijen ve
karbondioksit artik kolayca ondan ayrilmaz. Yiikseltgenmis, yani ferrik bicimde demir
iceren hemolobine “methemoglobin” denir. Normalde insan kanindaki hemoglobinin
yaklasik % 1 kadar1 methemoglobin yapisindadir. Kandaki methomoglobin miktarinin

normalin iistiinde olmasina “Methemoglobinemi” denilmektedir.

M. Sireli (105) ve arkadaslar1 kobaylarda amitrat intoksikasyonunun methemoglobin ve
hemolitik anemi olusumu {iizerine etkisi incelenmis, 1 mg/kg amitrat ip olarak
uygulanip, bir saat sonra kanlar1 alinmig. Kontrol grubuna gore methemoglobinde
yiikselme olmustur. Bagka bir calismda(106); kobayda akut nitrit intoksikasyonunun ve
hemolitik anemi olusumu {izerine etkisi arastirlmis ve kontrol grubuna gore

methemoglobinde yiikselme olmustur.

Civa kloriir toksisitesi olusturulan ratlarda, kontrol grubuna gore MetHb istatiksel
olarak anlamli artmistir. Sadece propolis verilen grubun degerleri kontrol grubu
degerlerine yakindir. Civan kloriir toksisitesi yaratilip koruyucu olarak propolis verilen

grupta MetHb degerinde istatiksel anlamli azalma vardir.

Oksidatif stres, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan yoniine kaymasi sonucu
potansiyel hiicresel hasarlara yol agmasi durumudur (108). Bununla birlikte, oksidatif
stres durumunun Olciimii, diizeltme ve onarimi yapan kompleks endojen savunma
sistemlerin olmasindan dolay1 zor olabilir. Oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin
artis1 ve antioksidan savunmanin azalmasi sonucu olabilir. Bu nedenle, oksidatif stres
biyobelirteci olarak antioksidan tiiketiminin arastirilmasi antioksidan miktarlarindaki

azalis veya onlarin metabolitlerindeki artisin degerlendirilmesi ile olabilir (109).

Eraslan G. (110) ve arkadaslar1 sodyum florid ile muamele edilen farelerde bazi

biyokimyasal paremetreler iizerine propolisin etkinligi arastirilmig. Oksidatif stres
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paremetrelerinde toksisiiteyle birlikte artma olurken, koruyucu olarak propolis de

kontrol degerlere yaklagim olmustur.

Jun-Quan Zhao (111) ve arkadaslar1 civa toksisitesi sonucu oksidatif stres ve propolisin
koruyucu etkinligne arastirilmig, civanm oksidatif strese neden oldugu, propolisin
kismen koruma yaptig1 goriilmiistiir. John S. ve arkadaslar1 (112) yaptiklar1 ¢caligmada
ratlar1 malathion toksisitesine maruz birakmis ve vitamin E’ nin bu toksisite karsisinda
koruyuculugunu saptamaya caligmiglardir. Sonugta oksidatif stresin eritrositlerde
gostergesi olan lipid peroksidasyon; toksisiteye maruz kalan ratlarda artig gosterirken

vitamin E ile tedavi edilmek istenen ratlarda azalmistir.

Bu arastirmada oksidatif stres parametreleri incelenmemis olmakla beraber yapilan
caligmalarda metallerin, kan ve dokularda oksidatif stres yarattiklar1 saptanmistir. Biz
her ne kadar calismamizda oksidatif stres parametrelerini 6lgmediysek de eritrositlerin
membran dayanikliliklari, ozmatik frajiliteleri acisindan bakildiginda civa kloriiriin
diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli Olciide artis gostererek eritrositlerde
hemolize neden oldugu ve bu sonugla da oksidatif stres yarattigi muhtemeldir. Diger
yandan toksisiteye karsi koruyucu olarak propolis ile birlikte uygulanan
civakloriir+propolis hemoliz oraninda kontrol degere yaklasim goriildii. Propolis i¢inde

bulundurdugu flavonoidler ve esterler membran kirillganlhigi onlemektedir (113).

Potasyum, viicutta Ozellikle hiicre icinde bulunur; intraselliilerin temel katyonudur.
Alveollerde oksijenin kismi basinci kandan daha fazla oldugu igin, oksijen alveoler
zardan gecerek hemoglobinle (Hb) birlesir ve oksihemoglobini yapar (HbO2).
Oksihemoglobin alyuvar icinde potasyuma bagli olarak bulunur (KHbO2). Potasyum,

+ o+
hiicre membranindan disariya ¢ok yavas diffiize olmasina karsin, Na /K ATPaz’ 1n

sagladig1 enerji ile, konsantrasyon gradientine karsi intraselliilere tasinir. Buna bagh
olarak da hemoliz, hiicre iceriginde bulunan potasyum (K") gibi plazma bilesenlerinde

hatali yiikselme veya diisiislere yol acabilmektedir (114).

Selamoglu Talas Z. (103) ve arkadaslar1 sazanlarda arsenik intoksikasyonunda
biyokimysal parametreler iizerine etkisi ve propolisin koruyucu etkisi arastirilmis.
Arsenik intoksikasyonu sonucu potasyumda artig, propolis+arsenik uygulanan grubta
azalma goriilmiistiir. Bagka bir calismada ise (115), propoxur verilen ratlarda

biyokimyasal degerler iizerine propolisin etkisine bakilmis. Propoksur ile serum
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potasyum degerinde artig olurken, propolis ile kontrol degerlere yaklagim olmus ancak

istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Civa kloriir toksisitesi olusturulan ratlarda, kontrol grubuna gore serum potasyum degeri
istatiksel olarak anlamli artmustir. Sadece propolis verilen grubun degerleri kontrol
grubu degerlerine yakimdir. Civan kloriir toksisitesi yaratilip koruyucu olarak propolis
verilen grupta ise serum potasyum diizeyinde civa kloriirgrubuna gore istatiksel olarak

fark yoktur.

2,3 DPG’ nin eritrositlerin enerji metabolizmalarinda onemli bir yeri vardir. 2,3 DPG,
oksijenin hemoglobin tarafindan taginmasinda ve dokulara saliverilmesinde diizenletici
bir role sahiptir. Oksijen yetersizliginin oldugu durumlarda daha fazla 2,3-DPG
sentezlenerek hemoglobine baglanir. Boylece, daha fazla miktarda oksijen serbest
birakilarak dokulara gitmesi saglanir. 2,3 DPG miktar1 artisina yol agar. 2,3-DPG
diizeyinde artma, oksihemoglobin dissosiasyon egrisinde saga kayma gozlenir. Eritrosit

ici 2,3- DPG miktar1 ne kadar yiiksek olursa doku oksijenarasyonu da artar.

Agir metaller ve civa kloriir ile ilgili 2,3-DPG diizeylerinin arastirildigi ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bizim caligmamizda; civa kloriir grubu 2,3 DPG diizeyi kontrol
grubundan anlamhi derecede yiiksek, koruyucu olarak propolis ise kontrol degerlere
yaklasim vardir. Civa kloriir uygulanan bu grupta eritrositlerdeki enerji kaynaklarinin
azalmis olmasi dokularin dolayisiyla viicudun ihtiyact olan oksijeni saglayamamis

olmas1 nedeniyle 2,3 DPG miktarinda artig oldugu muhtemeldir.

Deformabilite, eritrositlerin dinamik bir 6zelligidir. Normal hiicre fonksiyonu i¢in
gerekli ve dolasimin siirekliligi i¢in 6nemlidir. Deforme olabilen eritrositlerin kan
akimina katilmalar1 daha kolay olur. Eritrositlerin reolojik oOzellikleri, hem biiyiik
damarlardaki hizli akim kosullarinda, hem de kapiller dolasimda ©nem kazanir.
Eritrositlerin kendi caplarindan (8u) ¢ok daha kiicliik capa sahip (3u) damarlardan
gecebilmesi icin iistiin bir deformabilite yetenegine sahip olmalar1 gerekir. Genis
anlamda eritrosit deformabilitesi, eritrositlerin mikrodamarlardan ge¢me yetenegini
diizenleyen hiicresel 0Ozelliklerin bilesimidir. Hiicre deformabilitesinin azalmast,
eritrositlerin yasam siirelerini de kisaltmaktadir (52,55). Hiicre zarmin normal visko-
elastik ozelliklerini koruyabilmesi, hiicre ici homeostazisi ile yakin iligkilidir. Hiicre i¢i
serbest kalsiyum konsantrasyonunun artisi, membranin viskoz Ozelliklerini artirir,

eritrosit deformabilitesini azaltir. Eritrosit membran lipidleri ve iskelet proteinleri
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oksidatif hasara karsi duyarlidir. Oksidan hasar sonucu ortaya ¢ikan proteinler arasi

capraz baglantilar eritrosit mekanik 6zelliklerini olumsuz yonde etkiler (68,79).

Civa intoksikasyonunda yiiksek shear stres (60.00)’de kontrol grubuna gore isatatiksel
olarak anlamli azalmistir ancak diisiik shear stres(3.00)’de kontrol grubuna gore
istatiksel anlamh fark yokur. Gerek diisiik shear stresde gerekse yiiksek shear stresde
koruyucu olarak verilen propolis de istatiksel anlamli fark yoktur. Civa kloriiriin
eritrosit deformabilitesinde olumsuz etki gosterdigi ve bu olumsuz etkiyi kismen

azalttig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak;

Civa kloriir, uygulanan siire ve dozlarda (3 giin 4 mg/kg) toksik etkilere neden

olmustur;

a) Hematolojik parametreler agisindan énemli bir degisiklik olmazken l6kosit sayisinda

onemli oranda artis, trombosit sayisinda ise azalma meydana gelmistir.

b) Serum potasyum, methemeglobin ve 2,3-DPG miktarlar1 ile % hemoliz oranlar1

onemli Olciide artmustir.

c¢) Eritrositlerin uzama indeksleri 6zellikle yiiksek shear streslerde belirgin bir azalma

gostermistir.

Koruyucu olarak verilen propolis (200mg/kg), civa toksisitesinden bir giin dnce bile

verilse, civa intoksikasyonu ile goriilen olumsuz etkileri 6nlemistir;

a) Civa toksistesi ile olusan lokosit artis1 ve trombosit azalisi Onemli oranda

Onlenmistir.

b) Serum potasyum diizeyleri hari¢, methemoglobin ve 2,3-DPG miktarlar1 ile %

hemoliz degerlerindeki artiglar biiyiik oranda dnlenmistir.

Bu bulgular 15181nda; kisa siireli de olsa civaya maruz kalma (eritrositlerin membran
ozelliklerini bozmakta) eritrositlerin mekanik ve reolojik 6zelliklerinde olumsuz etkiler
yaratmaktadir. Bu etki muhtemelen civanin bilinen oksidatif hasarinin sonucu olabilir.
Bircok faydali etkisi bilinen propolis ise, kisa siireli verilse bile eritrosit membranlari
icin koruyucu olabilmektedir. Propolisin daha uzun siire kullanimi ve uygulanmasi

koruyuculuk  ozelligini muhtemelen  artwracaktir.  Propolisin  civa  kloriir
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intoksikasyonunda goriilen bu koruyuculugu diger agir metal intoksikasyonlarinda test
edilmelidir. Bu ¢alisma basta agir metal is¢iliginde calisan iscilerin olmak lizere, civa
toksisitesine maruz kalmas1 muhtemel kisilerin sagligi ve korunmalar1 agisindan 6nemli
oldugu kadar, civa toksisitesinin ve propolisin eritrositlerin reolojik dzellikleri iizerine

etkisini inceleyen ilk arastirma olmasi ac¢isindan da onem arz etmektedir.
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