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OZET

SAZAN BALIKLARINA ARSENIK UYGULAMASI SONUCU BIYOKIMYASAL,
HISTOPATOLOJIK, MIKROBIYOLOJIK VE HEMATOLOJIK
PARAMETRELERDE MEYDANA GELEN DEGISIMLER UZERINE PROPOLISIN
ETKILERI

DUNDAR, Seda Pinar
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danisman : Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU TALAS

Temmuz 2010, 95 sayfa

Bu calismada, arsenik (As) toksisitesine maruz kalan, ekonomik ve besinsel degeri olan
pullu sazan (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) baliklarinda meydana gelen oksidatif
strese karsi propolisin etkilerini gozlemlemek amaciyla biyokimyasal, hematolojik,

histolojik ve mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

Bu c¢alismada; kontrol grubu, arsenige maruz birakilmis sazan, propolis uygulanmisg
sazan ve arsenik ile birlikte propolis uygulanmis sazan baliklar1 olmak iizere 4 grup
olusturuldu. Gruplardaki baliklarin karaciger, solunga¢ ve kas dokularinda katalaz
(CAT) aktivitesi ve malondialdehit (MDA) diizeyleri belirlendi. Ayrica karaciger,
solunga¢ ve kas dokularinda histolojik incelemeler yapildi. Yine kas orneklerinde et
kalitesi iizerine arsenik ve propolisin etkilerini tayin etmek amaciyla biyokimyasal
[malondialdehit (MDA) diizeyi, toplam ugucu bazik azot (TVB-N) ve laktik asit miktart
ile pH degerleri] ve mikrobiyolojik analizler yapilarak, elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirildi. Baliklardan alinan kan Oorneklerinde ise biyokimyasal ve
hematolojik parametrelerin c¢alisilmasinin  yan1 sira, eritrosit morfolojilerindeki

degisimler de belirlendi.
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Calisma sonucunda arsenik ve arsenik+propolis ve propolis’e maruz kalmis gruplarin
CAT aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalislar gozlenirken
(P<0.05), kontrole gore uygulama gruplarinin MDA diizeylerinde meydana gelen

artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05).

Biyokimyasal parametrelerin metabolit degerleri incelendiginde; propolis grubu total
protein, kreatinin, globulin ve albiimin degerlerinde kontrole gore anlaml
degisikliklerin olmadigi saptanirken (P>0.05), glukoz degerinde propolis, arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda anlamh degisikliklerin oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Trigliserit, iire ve total kolesterol degerlerinde arsenik ve arsenik+propolis gruplarinda

kontrol ve propolis grubuna gore anlamli azaliglar oldugu gézlenmistir (P<0.05).

Kan parametrelerinde elektrolit diizeylerine bakildiginda, arsenik ve arsenik+propolis
gruplarinda kontrol ve propolis grubu Ca, P ve Na seviyelerine gore anlamli bir azalis
goriiliirken (P<0.05), arsenik grubunda arsenik+propolis grubuna gore anlamli bir azalig
meydana gelmistir (P<0.05). K seviyesine bakildiginda; kontrol grubunda, propolis ve
arsenik grubuna gore anlamli bir degisiklik olmadigi gozlemlenmistir (P>0.05).
Arsenik+propolis ve arsenik gruplart karsilagtirildiginda ise arsenik grubunda

istatistiksel olarak anlamli bir azalis gdzlemlenmistir (P<0.05).

Enzimatik parametrelerde ise, kontrol grubuna gore arsenik ve arsenik+propolis
grubunda ALP, ALT, AML, AST, LDH diizeylerinde anlamh degisiklikler oldugu
goriilmektedir (P<0.05). Propolis grubunda kontrole gére ALP, ALT, AML, AST ve
LDH degerlerinde anlamli degisiklikler gozlenmemistir (P>0.05). Arsenik ve
arsenik+propolis gruplar1 enzim degerleri karsilastirildiginda ise; ALP, ALT, AML,
AST, LDH diizeylerinde meydana gelen artis ve azalislarin anlamli oldugu saptanmistir

(P<0.05).

Hematolojik parametreler (WBC, graniilosit, agraniilosit, RBC, HB, HCT) analiz
edildiginde, propolis grubu degerleri ile kontrol grubu arasinda anlamli degisiklikler
gozlenmezken (P>0.05), arsenik ve arsenik+propolis grubu WBC, graniilosit,
agraniilosit, RBC, HB ve HCT degerlerinde kontrol grubuna gore anlamli degisiklikler
oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Eritrosit indekslerinde arsenik ve arsenik+propolis

grubu MCV ve MCH degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttig
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gozlemlenirken (P<0.05), arsenik+propolis gruplari eritrosit indekslerinin propolis ve

kontrole yaklastig1 goriilmektedir (P>0.05).

Kas biyokimyasi (laktik asit miktari, pH, TVB-N ve MDA diizeyi) ve mikrobiyolojisi
incelendiginde kontrol, arsenik+propolis ve propolis grubuna gore, arsenik uygulama
grubunda laktik asit, MDA ve TVB-N degerleri anlamli sekilde artmistir (P<0.05).
Arsenik ve propolis uygulamalari, kontrol grubuna gore pH diizeyini istatistiksel olarak
onemli derecede diisiirmiistiir (P<0.05). Psikrofilik ve mezofilik bakteri sayimlari
yapildiginda; arsenigin baligin dogal mikroflorasi iizerine iiremeyi durdurucu etkisi
goriilmiistir. Ancak propolisin etkisinin arsenikten daha da fazla oldugu dikkat
cekmektedir. Propolis+arsenik birlikte sinerjik etki gostererek mezofilik ve psikrofilik
bakteri sayisini istatistiksel olarak ©nemli diizeyde azaltmistir (P<0.05). Propolis
uygulamasi sonucu sazan kas dokusundaki biyokimyasal ve mikrobiyolojik degisimler
g6z Oniinde tutularak bu dogal ar iiriinii, balik yetistiriciligi ve balik eti kalitesinin

iyilestirilmesi lizerine yeni bir ajan olarak dikkat cekmektedir.

Histopatolojik ¢alismalar sonucunda; arsenigin karaciger ve kas dokularinda ¢ok bariz
histopatolojiye neden olmadigi goézlendi. Ancak solunga¢ dokusunda sekonder
lamellerde birlesmelerin ve hiicre kayiplarinin oldugu, hatta yer yer sekonder lamellerin
diizlestigi goriildii. Arsenik+propolis uygulanan dokularda ise bu hasarlarin daha az
oldugu tespit edildi. Eritrosit morfolojileri bakimindan da gruplar arasinda belirgin bir

farklilik gozlenmemistir.

Anahtar sozciikler: Biyokimyasal parametreler, Pullu sazan, Hematoloji, Histoloji, Solungag, Karaciger,

Kas doku, Mikrobiyoloji, Arsenik, Propolis, Eritrosit morfolojisi



SUMMARY

THE EFFECTS OF PROPOLIS ON BIOCHEMICAL, HISTOPATHOLOGICAL,
MICROBIOLOGICAL AND HEMATOLOGICAL PARAMETERS CHANGES ON
THE RESULTS OF ARSENIC APPLIED TO CARP

DUNDAR, Seda Pinar
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Zeliha SELAMOGLU TALAS

July 2010, 95 pages

In this study, biochemical, histopathological and microbiological effects of propolis on

common carp (Cyprinus caprio) exposed to arsenic was investigated.

In the study, catalase (CAT) activity and malondialdehyde (MDA) levels determined on
liver, gill and muscle tissues groups of control, arsenic, propolis and arsenic+ propolis.
Histopothological analyses studied on liver, gill and muscle tissues. To determine the
effects of proplolis and arsenic on meat quality, biochemical analyses [malondialdehyde
(MDA) level, total volatile basic nitrogen (TVB- N) and lactic acide amount and pH
value] and microbiological analyses was considered statically. On blood samples
biochemical, histopathological, hematological parameters and changes on eritrocyte

morphology was determined.

At the end of the study, CAT activities of the carp tissues exposed to arsenic and
arsenic+propolis were recorded significantly staticant decrease while comparating to
control group (P<0.05). Statically significant increases on MDA levels of exposure

group have been observed according to control group (P<0.05).

When metabolite values of biochemical parameters were examined, changes on total

protein, creatinine, globulin and albumin values were not statically significance
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according to control group (P>0.05). But on glucose value statically significantly
changes were observed on arsenic and arsenic+propolis groups (P<0.05), trigliceride,
urea and total chollesterol values were significantly decreased according to control and

propolis group (P<0.05).

On electrolyte parameters, arsenic ve arsenic+propolis groups’ Ca, P ve Na values
statycally significantly decreased according to control and propolis groups (P<0.05). On
arsenic group,there were significantly change according to arsenic+propolis group
(P<0.05). On control group K levels there were no change according to propolis and
arsenic groups (P>0.05). On arsenic+propolis group K values there were statycally

significantly increase according to arsenic groups (P<0.05).

On enzymatic parameters; arsenic and arsenic+propolis groups’ ALT, ALP, AML,
AST, LDH parameters significantly changes were observed according to control group
(P<0.05). While there were no statically significance changes on ALP, ALT, AML,
AST ve LDH values of propolis group according to arsenic group (P>0.05).

On hematological parameters; on arsenic and arsenic+propolis group WBC,
granulocyde, agranulocyde, RBC, HB and HCT values were statistically significantly
changed (P<0.05). While erythrocyte index of arsenic and arsenic+propolis groups
MCYV and MCH values statistically increasing (P<0.05), it was not observed statistically
significant change on arsenic+propolis group according to propolis and control groups

(P>0.05).

When muscle biochemistry (lactic acide value, pH, TVB- N and MDA level) and
microbiologycal analyses were investigated, statistically significantly changes were
observed on exposure groups according to control group (P<0.05). In addition to, lactic
acide, MDA levels and TVB- N values of arsenic group were increased statistically
according to control, propolis and arsenic+propolis (P<0.05). Besides on
propolis+arsenic exposures pH values decreased according to control group (P<0.05).
When pshycrophilic and mesophylic bacteria accounts were investigated, it was
observed that arsenic has effect of stopped producing. With sinergistic effects of
propolis+arsenic, it has occured on bacteria account statistically significantly decrease

(P<0.05).
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At the results of histopathological analyses observed that arsenic didn’t coused
significantly histopathology. But on gill tissue comination of seconder lamella and cell
lose, on the other hand seconder lamella flatteningwas observed. There were no chages

among blood tisue group erytrocyte morphology analyses.

Keywords: Biochemical parameters, Carp, Hematology, Histology, Gill, Liver, Muscle tissue,

Microbiology, Arsenic, Propolis. Erytrocyte morphology.
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BOLUM I

GIiRiS

Giiniimiizde, ¢evre kirligi ve toksik ajanlarin birikimi, oniine gecilemeyecek derecede
biiyiik bir problem halini almustir [1]. Ozellikle endiistrinin de gelismesiyle birlikte
insanlar i¢in biiyiikk 6nem tasiyan su, hava ve toprakta sagliga zararli olan maddelerin
birikmesi 6nemli bir ¢cevre ve saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yeryiiziinde
bulunan su, devamli bir dongii i¢indedir. Bu dongii sirasinda insanlarin farkinda olarak
ya da olmayarak olusturduklar1 etkiler sonucu suya karigsan maddeler, suyun fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirmekte ve su kirliligine neden olmaktadir [2].
Giinliik hayatimiza giren bu kirleticiler, toksik, mutajenik ve karsinojenik o6zellikler
tasimas1 nedeniyle bir¢ok ¢oziim isteyen problemler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu zararl
maddeler, hiicrede serbest oksijen radikallerinin {iretimini artirmakta ve hiicresel
diizeyde oksidatif hasara yol agcmaktadirlar. Toksik ajanlara maruz kalinmasiyla olusan
oksidatif hasarlar sonucu yaslanmaya bagli kanser gibi bir takim olumsuzluklar

meydana gelmektedir [1].

Kirletici ve toksik etkileri olan agir metaller, tarim alanlarina ve sucul ekosisteme; kirsal
ve endiistriyel tretim alanlari, yagmur sulart ve kirli su aritimlart gibi uzun siireli
ekotoksikolojik etkilere sebep olabilecek yollarla girebilmektedir [3]. Toksik etkilerin
baslangici, fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla populasyon veya ekosistem
diizeyinde olmaktadir. Bu nedenle, bu etkilerin incelenmesinde en 6nemli bilgiler,
canlilarin fizyolojik, histolojik ve biyokimyasal parametrelerinin incelenmesi sonucu

elde edilmektedir [4].

Sucul ortamin kirlenmesi, bu ortamda yasayan canlilar1 da olumsuz etkilemektedir.
Sudaki oksijen miktarinin azalmasi1 nedeniyle bakteriler, ciirlimiis organik maddeler,
metal tuzlan ve toksik maddelerin miktarlar artar ve bu durumdan dolayi sucul ortamda
yasayan bitkiler, baliklar ve diger sucul organizmalar olebilir veya bu organizmalar
zehirli maddeleri biinyelerinde depolayarak besin zinciri yoluyla diger canlilara
ulastirabilirler [5]. Bu birikimden oncelikle sucul canlilar, 6zellikle de besin zincirinin

bir halkasi olan ve dnemli bir protein kaynag: olarak tiiketilen baliklar biiyiik oranda



zarar gormektedir. Dolayl olarak (planktonlar araciligiyla) ya da direkt olarak baliklarin
metabolizmasina katilan agir metaller, ozellikle de yiiksek derecede karsinojen etkiye
sahip olan arsenik agir metali, besin zinciri ile insana kadar ulagabilmektedir [6,7]. Agir
metallerin suda bulunan tuz formlar1 ve bu formlarin baliklara olan etkisi; suyun
osmotik basinci, sertligi, yogunlugu, pH’s1, sicakligt ve su iginde bulunan serbest

oksijen miktarina bagli olarak degisim gostermektedir [2].

Baliklarin saglik durumlarinin bir gostergesi olarak sik¢a kullanmilan biyokimyasal ve
hematolojik parametreler, herhangi bir stres durumunda organizmanin dis ¢cevreye karsi
fizyolojik tepkileri hakkinda onemli bilgiler elde etmemize yardimci olmaktadirlar.
Herhangi bir toksik maddenin subletal toksisite calismalari; meydana gelen fizyolojik
ve biyokimyasal degisiklikler ile letal etkilerin olusturdugu tehditleri de anlamamiza

yardimci olur [7].



BOLUM II

GENEL BIiLGIiLER

2.1 Agir Metaller

Giin gectikce artan ¢evre kirliligi, dolayisiyla meydana gelen agir metal birikimleri ile
insan ve hayvan saghigim 6nemli Olgiide tehdit edilmekle birlikte hava, su ve toprak
olumsuz etkilenerek dogal dengenin ve ¢evre sagliginin bozulmasina neden olmaktadir.
Agir metaller, yer kabugunda dogal olarak bulunan ve herhangi bir zamanda canli
organizmalarda biyolojik birikime ugrayabilen bilesiklerdir. Bu agir metallerin canli
viicuduna alinmalar ve depolanmalari, metabolize edilmelerinden veya atilmalarindan
daha hizlidir ve oldukg¢a da toksik maddelerdir. Canlilarda meydana gelen bu birikim,
bircok biyolojik hasar meydana getirebilmektedir [6]. Metabolize edilmelerinin
ardindan canli i¢in hayati onemi olan proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi hayati

makromolekiillere baglanarak hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarini etkilerler [8].

Agir metaller tiim canlilarda, 6zellikle ekosistem icinde insanlar tarafindan tiiketilen ve
onemli bir protein ve omega-3 [9] kaynagi olan baliklarda da son derece hasarlayici
toksik etkiler olugturmaktadir. Bu etki metalin cinsi ve konsantrasyonuna, su kalitesine
ve baligin tiir ve yasina bagli olarak degisebilmektedir. Bazi agir metaller mikro
diizeyde toksisite gosterse bile, canlinin fizyolojisini etkileyerek, gelismesini
yavaglatmakta ya da iireme yetenegini kaybetmesine sebep olmaktadir. Agir metallerin
balik viicudunda birikimi; beslenme, solunum ve ayrica suyu siizmeleri esnasinda

meydana gelmektedir [10].

Agir metaller su kaynaklarina; endiistriyel atiklarin veya asit yagmurlarinin topraga
gecisi sonucu, bilesiminde bulunan agir metallerin ¢odziinmesi ile 1rmak, gol ve yeralti
sularina ulagmasiyla gecerler. Sediment tabakasinin adsorbsiyon kapasitesinin sinirh
olusundan dolay1 da sularin agir metal konsantrasyonu siirekli olarak yiikselmektedir
[11]. Giin gectikce konsantrasyonu yiikselen ve toksik etkisi olduk¢a fazla olan agir

metallerden biri de arseniktir.



2.1.1 Arsenik

Arsenik, kimyada As sembolii ile gosterilir. Periyodik cetvelde azot ailesinde bulunur
ve metalloid 6zellik gosterir [12,13]. Baz1 bicimleri metale benzer, fakat element olarak
genellikle, ametal sinifinda yer alir. Bilesikleri gri ve sar1 kristaller olarak iki ayr
bigimde bulunan arsenik, M.O. 4. yiizy1l’dan beri bilinmesine ragmen, element olarak
ancak 17. ylizyil’da tanimlanmistir. Baz1 belgelere gore arsenik, ilk kez Alman eczact
Johann Schroeder tarafindan serbest element halinde tanimlanmis ve arsenigin oksidi
ise, 1649°da arsenigin tas komiirii ile 1sitilmasi sonucu elde edilmistir. Bakir, kursun

gibi metallerin eritilmesiyle de yan iiriin olarak arsenik olusabilmektedir [12].

Arsenigin atom numarasi 33 ve atom agirh@g 74,91°dir [13]. Periyodik cetvelin 5A
grubundandir. Fosfor ile antimon arasinda yer alir ve ikisinin arasinda Ozellikler
gosterir. Arsenik, yaptig1 bilesiklerde +5, +3 ve -3 degerlikleri alabilir [14]. Yeryiiziinde
cok az bulunmakla birlikte, genis dagilim goOsteren bir elementtir [13]. Arsenik
elementi, genellikle, organik, inorganik ve gaz (arsin) formlarinda bulunur. Gaz formu
en toksik formudur. Dogada en cok bulunan formu ise; inorganik formu olan arsenik
trioksittir (AsO3). Arsenik; ppm'den ppd'ye degisen konsantrasyonlarda toprakta, suda
ve canli organizmalarda bulunmaktadir. Ozellikle, arsenigin (+5) degerlikli bilesiklerine
diger bilesiklere oranla toprakta daha fazla rastlanmaktadir. Toprakta 0,1-40 ppm
miktarlar arasinda arsenige rastlamak miimkiindiir. Oranlann topraktaki organik
maddelere de bagh olan arsenik, organik maddelerin okside olmasiyla birlikte suya,
oradan da sucul canlilara ve bitkilere ge¢mektedir. Islenmemis verimli topraklarin
milyonda bir ya da birka¢ oranlik kisminda arsenik bulunmaktadir. Fakat iceriginde
arsenik olan pestisitlerin toprakta birka¢ yil kullanilmasi sonucu arsenik, bu miktarin

birkag yiiz kat1 kadar artig gostermektedir [12].

Arsenik orani, dogal su kaynaklar1 ve denizlerde degiskenlik gosterebilmektedir. Su
1sisinin arttifn yerlerde arsenik miktar da artmaktadir [12]. Deniz suyunda yaklagik
olarak, milyonda 10 oraminda bulunmaktadir. Arsenigin, baz1 arsenik yataklarinda
element halinde oldugu bilinmektedir, fakat arsenigi; arsenit (AsO;) ve arsenat (AsOs)

gibi mineraller seklinde bulunduran yataklar daha yaygin haldedir. Dogada en cok



bulunan diger arsenik bilesikleri ise; realgar (AssS4), orpigmen (As»S3) ve arsenikli
nikel siilfiir (NiAsS)'diir [13].

Arsenigin ii¢ allotropu vardir. Bunlardan gri olani, metalik halde bulunmaktadir. Kararl
ve cok yogun bir formdur. Sar arsenik ise; ametalik haldedir, dort atomlu arsenik
molekiillerinden (Ass) meydana gelmistir ve ucucu formdadir. Bu yapi, arsenik
buharinin ani sogutulmasi sonucu elde edilmektedir. Amorf olan siyah arsenik, arsin

(AsHs3)'in 181 ile bozunmasindan elde edilir [12].

Yumusak haldeki siyah arsenik ile sar1 arsenikten daha kararli olan ve dogada daha bol
bulunan gri arsenik; 1s1y1 ¢ok iyi iletir, elektrigi ise bakirin % 5’1 kadar iletir, kolay
kirilir, hava ile temas ettiginde kararir ve hizla yiiksek sicakliklara kadar 1sitildiginda
erimeksizin dogrudan buhar haline gecer. Buhar sogutuldugunda ise sivilagmadan
yeniden kristalsi kat1 haline doner, yani siiblimlesir [12,14]. Metalsi (gri) arsenikte ayn1
sekilde, 610 derecede sivi hale ge¢meden, dogrudan kati halden, buhar haline
gecmektedir (siiblimlesir). 36 atmosfer basinci altinda, 814 derecede erimektedir. Ozgiil

agirhig 5,7 g/cm3 tiir, 400 derecenin iistiinde yanar ve arsenik trioksit (As4Og) olusur.

Arsenik trioksit (As;O3), su ile tepkimeye girdiginde arsenit asidini (HAsQO,) verir.
Ozgiil agirhigr 3,87 g/cm3’tiir. Alkalilerde ¢oziindiigiinde arsenit tuzlarim verir. Siddetli
zehir olma 6zelligine sahiptir [14]. As;Os yapist discilikte kullanilir. Mide ve viicudun
diger kisimlarinda yer yer iltihaplanmalara sebep olur ve 0,06 ile 0,2 g. aras1 dozlarda
canlilarda oldiiriicii etkiye sahiptir [12,14]. Arsenigin siyah, sar1 ve griden bagka
bicimlerine de rastlanmustir [12]. Bunlardan biri de beyaz renkli arsenik pentaoksittir
(AsQOy). Bu form, su ile arsenat asidini (H3AsQ,4) olusturur [14]. Arsenik; kiikiirt,
halojen ve metallerle reaksiyon verebilme 6zelligine sahiptir [12]. Arsenik, kiikiirt ile
tepkimeye girdiginde AssSs, AssSs (kirmizi arsenik), As,Sz (sar1 arsenik) ve As,Ss
bilesiklerini olusturur. Bunlar asidik o©zellik gosterip, kuvvetli bazlarla ¢oziinme
yetenegine sahiptirler. Kirmizi arsenik siilfiir ve sar1 arsenik siilfiirleri pigment olarak da
kullanilirlar [14]. Bakir asetoarsenit (Paris yesili) uzun yillar boyunca insektisit olarak
kullanilmistir [12,14]. Kursun ve kalsiyum arsenat ise, ozellikle tiitiin ve pamuk
tariminda insektisit olarak kullanilmistir. Ahsaplarin korunmasinda ¢inko ve krom

arsenatlar kullanilmaktadir. Arsenik bilesikleri, ozellikle ciltte, gdzde ve solunum



yollarinda tahrip edici etkiler gosterdiginden savas gazi olarak da kullamilmistir [12].
Na3zAs04.12H,0 bilesigi; matbaa miirekkebi, tekstil boyalar1 ve bocek oldiiriicii olan
kalsiyum ve kursun arsenatlarin tiretiminde kullanilirlar. Potasyum dihidrojen arsenat
(KH;AsO4) ve sodyum meta arsenit (NaAsO,) bilesikleri; sinek kagidi ve bocek
oldiiriicti olarak kullanilmalarinin yam sira, tekstil boyamada ve derinin korunmasinda
da kullanilirlar. Arsenik, ¢ogunlukla kursunun sert alagimlarinin yapilmasinda ve cam

endiistrisinde kullanilmaktadir [14].

M.O. 5. yiizyilda arsenik bilesikleri tibbi amach olarak kullanilmustir. 1909’da Paul
Ehrlich; arsenik bulunduran bir organik bilesigin, frengi hastaligim1 tedavi ettigini
saptamistir. Fakat gilinlimiizde bu bilesiklerin yerini antibiyotikler almistir. Arsenik
zehirlenmelerine karsi; kalsiyum, magnezyum ve demir hidroksitleri kullanildigi gibi,
Ingiliz tuzu (MgSO,.7H,0) da kullamlabilir. Bu bilesikler, ¢oziinmeyen arsenikleri
ortamdan uzaklastirarak zehir etkisini de yok etmektedirler. Giiniimiizde, arsenik gibi
agir metallerin hasarlarim1  gidermek ve engellemek icin dogal yollara da

basvurulmaktadir [14].

Insanlar; endiistriyel atiklari iceren sulardan ve kontamine olmus topraklardan,
biinyelerinde agir metal biriktirmis balik ve diger deniz organizmalarini tiiketerek
arsenik agir metaline maruz kalmaktadirlar. Bu maruziyet insanlarda; kanser, karaciger
hasari, deri iltihaplanmasi ve polindropati gibi sinir sistemi rahatsizliklarina yol
acmaktadir [13]. Arsenik biitiin bu hasarlari, oksidatif siirece katilarak ve viicutta stres

olusturarak meydana getirmektedir.

2.2 Oksidatif Stres ve Etkileri

Oksidatif stres; reaktif oksijenler ve hiicresel antioksidanlar arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi ve toksik etkinin olusmasi durumudur. Bu durum,
antioksidan savunmanin reaktif molekiillere kars1 yetersiz hale gelmesi, reaktif oksijen
tirlerinin ¢ok fazla {iretilmesi ya da her iki durumdan dolayr da meydana

gelebilmektedir [15,16].



Oksijenin bulundugu ortamlarda, cesitli etkenler sebebiyle oksijen radikalleri meydana
gelebilir. Molekiiler oksijen, dis orbitalinde iki paylasilmamis elektron igeren bir yapiya
sahiptir. Radikal tamimina gore, oksijen diradikal yapiya sahip olmasina ragmen,
reaktivitesi beklenenin tersine ¢ok diisiiktiir ve tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer
yapiya sahip olmasi gerekir. Yani, farkli orbitallerde spinlerin ayni yonde elektron

igermesi gerekir.

Canlilarin oksijeni kullanabilmesi i¢in, oksijene dogru bir elektron transferi yaparak
spin kisitlamasini agmalar1 gerekir. Oksijenin diger molekiillerle olan reaktivitesinin
kisitlanmasi sonucu olusan spin kisitlamasi i¢in, oksijene elektron transferi yaparak bu
kisitlamay1 agmalar1 gerekir. Canlilar spin kisitlamasini yapabilmek icin Fe, Cu, Mn, Zn
gibi metal iyonlarindan yararlanirlar. Oksijen varliginda, ortamdaki farkli faktorlerle
olusan oksijen radikalleri, hiicrelere ve dokulara zarar verebilir. Derisimi diisiik olan
reaktif tiirler, hiicrelerde bulunan antioksidan savunma sistemleri sayesinde,
aktivasyonlari engellendigi icin, 6nemli toksik etkilere sebep olamazlar. Bu radikallerin

yapimlari, ancak cesitli patolojik durumlarda artabilir [17].

2.2.1 Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Oksijen, aerobik kosullarda yasayan canlilar icin olduk¢a 6nemli bir molekiil oldugu
kadar, reaktif oksijen tiirlerini olusturmasi acisindan da yiiksek oranda tehlikeli bir
molekiildiir [18]. Atmosferdeki oksijen miktar1 belli bir orani astiginda, insanlar icin
toksik etki yapmaktadir. Aerobik canlilarda bu radikaller, kendilerini daha ¢ok serbest
oksijen radikalleri olarak gosterirler ve meydana gelen degisik metabolik olaylar sonucu
ortaya c¢ikmaktadirlar. Oksijenin bu hasar verici etkisi, eslenmemis elektron igeren
serbest oksijen radikallerine doniisebilmesinden dolayidir. Serbest halde bulunan
radikaller; katyonik, anyonik ya da notral yapida bulunabilir ve asiri derecede reaktif

durumdadirlar [19].

Serbest radikaller son yoriingelerinde eslesmemis elektron bulunmasi sebebiyle, kolayca
elektron aligverisi yapabilen atom ya da molekiillerdir ve biyolojik sistemlerde en ¢ok

elektron taginmasi sirasinda ortaya ¢ikarlar [20].



Hem siiperoksit ve hidroksil gibi oksijen igeren serbest radikaller, hem de radikal
olmayan, ancak verdikleri reaksiyonlar sonucu, oksijen iceren radikallerin olusumuna
sebep olabilen peroksit, tekil oksijen, hipoklorik asit gibi molekiiller, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar [21,22]. Aerobik canlilarda metabolik ve normal
fizyolojik siirecler sonucu iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS), oldukc¢a toksiktir ve
biyolojik molekiilleri oksitleyerek, doku hasarlarina ve hiicre oliimlerine yol acarlar

[23].

Reaktif oksijen tiirleri, metabolizma sonucu insan viicudunda devamli olarak olusurlar
ve normal sartlarda, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilirlar. Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge,
aerobik canlilarin yasami ve normal metabolik fonsiyonlan igin Onemlidir.
Prooksidanlarin yararina veya antioksidanlarin zararina bir dengesizlik, canli viicudunda
giiclii hasarlara yol a¢maktadir. Serbest oksijen radikallerinin uzaklastirilmasinda
antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda ya da reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimlerinin asir1 oldugu hallerde, patolojik durumlar olusabilmektedir. ROS’lar
viicudun dogal koruma sistemlerini gectigi zaman, viicuda ekzojen antioksidan

bilesikler alinmalidir [23].

2.2.1.1 Siiperoksit radikali (0,")

Siiperoksit radikali (O;"), molekiiler oksijen (O,)’in bir elektron almasi ile olusan bir

radikaldir. En biiyiik kaynag1 elektron tasima zinciridir [24].

0O, +e— 0Oy

Hidroksil radikaline (OH™) gore daha diisiik bir reaktiviteye sahiptir ve hiicre zarindan
gecemez. Siiperoksit radikali sulu ortamlarda, hidrojen peroksit (H2O,) ve tekil oksijen
(O7) olusturarak hiicrelere hasar verir ve ayrica ge¢is metallerini indirgedigi icin de

onemlidir [25].



2.2.1.2 Tekil oksijen radikali (O”)

Tekil oksijen radikali, ortaklanmamis elektrona sahip olmadigindan dolay1 radikal
olmayan, fakat kuvvetli okside edici 6zellige sahip oldugu i¢in, reaktif oksijen molekiilii
olarak adlandirilmaktadir. Oksijenin elektronlarindan birini kullanarak kendi spininin
ters yoniinde donmesi sonucu meydana gelmektedir. Tekil oksijen radikali, serbest
radikal reaksiyonu sonucu meydana gelebilecegi gibi, serbest radikal reaksiyonunun da
baslamasina sebep olabilir [25,26]. Bu radikal, hiicrelerde bulunan lipitlere etki ederek

peroksitlerin olugmasina yol agar [26].

2.2.1.3 Hidroksil radikali (OH")

Hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesiyle (Fenton Reaksiyonu) ya
da suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu olusan, en
reaktif okside edici radikaldir [27]. Yiiksek bir reaksiyon hizina sahiptir ve in vivo
sartlarda hemen hemen biitiin molekiillere saldirir. Hidroksil radikalinin, hiicre
membran lipitlerinin ¢ok yakininda olustugu durumlarda; peroksi radikali, lipit

hidroperoksitler gibi radikaller de olugsmaktadir ve yarilanma omiirleri ¢cok kisadir [25].

Fe," " + H,0, — OH” + OH + Fe*

2.2.1.4 Hidrojen peroksit (H,O»)

Hidrojen peroksit, molekiiler durumdaki oksijenin iki elektron kazanmasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu olur. Bu molekiil, en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikaline kolayca yikilir.

Ozr +e + 2H" — H202
02 +2e + 2H+ d H202
H,O0,+ 0, " —- OH + OH + O,

Hidrojen peroksit, biyolojik sistemlerde genellikle siiperoksitin dismutasyonuyla

kendiliginden gelisir veya siiperoksit dismutaz (SOD) katalizérliigiinde meydana gelir.



202> + 2H+ — H202 + 02

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikaline benzerlik gostermektedir. Reaksiyon ortama
bagh olarak, hem oksidan (yiikseltgen) hem de rediiktan (indirgen) gibi davranabilme
ozelligine sahiptir [25]. Biyolojik membranlar gecerek intraseliiler ortamlara katilirlar
ve burada; karbonhidratlar, metalloproteinler, fosfolipitler ve DNA gibi

biyomolekiillerle reaksiyona girerek hiicrelerde hasar olustururlar.

2.3 Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksijen, canlilarin yagamlarinin devamliligini saglayabilmeleri i¢in mutlaka gerekli
olan temel bir elementtir. Metabolizmada su haline doniisebilen oksijenin bir kismindan
serbest radikaller de olusabilmektedir. Olusan bu serbest radikaller viicutta bir¢ok
hasara yol agmaktadir ve viicut bu hasar1 gidermek i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan

savunma sistemleri gelistirmistir.

2.3.1 Enzimatik savunma sistemi ve ozellikleri

Enzimler, canli organizmalarin biyolojik reaksiyonlarini hizlandiran, protein yapisinda
olan ve proteinlerin en biiyiikk grubunu olusturan biyokatalizorlerdir [28]. Canh
yapisinda bulunan enzimlerin 6nemi giin gectikce artmaktadir. Biyokimyasal ve
biyolojik sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GSSG-Rx),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri antioksidan
etkiye sahiptir. Antioksidan savunma sistemlerinin, hiicreleri serbest radikal veya diger
reaktif molekiillerin hasarindan korumasi nedeniyle, bu savunma sisteminde CAT,
POD, GSSG-Rx, GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimler bilyiik 6neme sahiptir.
Serbest radikallerin zararli etkileri hiicrelerdeki bu antioksidan enzimler tarafindan
kontrol edilir [29]. Bu sebeple, antioksidan enzimler hem hiicrenin kararliligini
muhafaza ettigi icin, hem de serbest radikalleri yok ettigi icin biiyiik Onem

tasimaktadirlar [30,31].
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2.3.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksidin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir

enzimdir ve ii¢ formu vardir.

202‘>+ 2H" — H202 + 02

1- Cu-Zn SOD: Cu ve Zn iceren dimerik tip sitozolde bulunmakla birlikte siyanidle

inhibe olur.

2- Mn-SOD: Mn igeren tetramerik tip mitokondride bulunur ve siyanidle inhibe olmaz.

3- Ekstraselliiler Cu-Zn SOD [32,33].

SOD, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararh
etkilerine karst korur. Bu enzimin aktivitesi, yiiksek oksijen kullanan dokularda
(6zellikle eritrositlerde) daha fazladir. Normal metabolizma sirasinda siiperoksit
iiretiminin fazla olmamasinin nedeni, SOD sayesinde hiicre ici siiperoksit diizeyinin

diisiik tutulmasidir [25].

2.3.1.2 Katalaz (CAT)

Katalaz, proteinlerin yapisinda bol miktarda bulunan karakteristik bir enzimdir. Hayvan,
bitki ve mikroorganizmalarda yaygin bir sekilde bulunan ve canlilar1 oksidatif stresin
zararlarindan koruyan ©nemli bir enzimdir [34]. Ozellikle hayvan hiicrelerinin
peroksizom organellerinde, canli organizmanin eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi
ve cesitli dokularinda bulunur [35,36]. Tetramerik yapidaki bu enzim, dort adet ferri
hem grubu igerir [37]. Hidrojen peroksit gibi toksik potansiyelli siiperoksit iyonlarini,
hiicrelerden uzaklastirmada 6nemli bir rol oynamaktadir [29,37]. Bu uzaklastirma

islemini hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiirerek gerceklestirir [37].

2H202 —>2H20 + 02
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2.3.1.3 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz; hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
H,0; + 2GSH GSH-Px GSSG + 2H,0

GSH-Px; tetramerik yapida, dort selenyum atomu iceren sitozolik bir enzimdir ve hiicre

zar fosfolipitlerinin hidrojen peroksitlerini alkollere indirgeyebilme yetenegine sahiptir.

GSH-Px
H,O, + 2GSH GSSG + 2H,O0

ROOH + 2GSH —HESH—» 595G + ROH + H,O
PLOOH + 2GSH XSHE2—» 595G + PLOH + H,0

Hiicre zarma bagli en onemli antioksidan olan E vitamini yetmezligi durumunda
PLGSH-Px (plazma glutatyon peroksidaz) hiicre zarim peroksidasyona karsi1 korur ve
hidroperoksitlerin rediikte olmasi sonucu meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’ye doniismektedir.
GSSG + NADPH + H" — GSH + NADP"

GSH-Px; solunum patlamasi sirasinda, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormesini engeller. Ayrica eritrositlerde de GSH-Px, oksidanlarin
olusturdugu strese karsi antioksidan ozellik gosterir. GSH-Px aktivitesindeki azalma,
hidrojen peroksitin artmasina sebep olur ve hiicrelerde siddetli hasarlara yol agmaktadir

[38].
2.3.2 Enzimatik olmayan savunma sistemleri ve ozellikleri
Endojen olarak viicutta bulunan antioksidan enzim sistemlerinin yani1 sira, glutatyon ve

melatonin gibi enzimatik olmayan endojen antioksidanlarin yan1 sira, vitaminler ve eser

elementler gibi bircok enzimatik olmayan ekzojen antioksidanlar da savunma sistemini
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korumada 6nemli rol oynamaktadir. Propolis de antioksidan savunma sisteminde rol

oynayan dogal ekzojen ajanlardan biridir.

2.4 Propolis

2.4.1 Genel ozellikleri

Propolis, bal arilar1 tarafindan bitkilerin tomurcuk ve salgilarindan toplanan ve
balmumuyla karnistirilarak, bircok amaca yonelik olarak kullanilan dogal, recinemsi bir
giriindiir [39,40,41]. Propolis, is¢i arlarin arka bacaklarindaki polen sepetciklerinde
ozellikle bitkilerin filiz, dal ve tomurcuklarindan topladiklar1 bitki salgilarm ve
recinemsi maddeleri, baslarinda bulunan salgi bezlerinden salgilanan enzimlerle
biyokimyasal degisiklie ugratmasi esnasinda bir miktar bal mumu karistirmasiyla
olusturulur. Propolis, kaynagina gore, kirli saridan koyu kahverengiye kadar degisen

renkte ve oda sicakliginda yar kat1 halde olan yapiskan organik bir maddedir [42].

Arnlar propolisi; kovan igerisindeki besinleri, yavru arilarn ve kendilerini cesitli
mikroplardan  (virtisler, bakteriler, funguslar vb.) korumak ic¢in kovan
dezenfeksiyonunda ve ayrica kovanlarin yapimi, korunumu ve devamliliginda
kullanirlar [39,40,43,44]. Bunun yaninda propolis, kovanlarin catlamis ve hasarlanmig
kisimlarinin tamirinde, kovanin dis ortamdan izole edilmesinde, giris deliklerinin
daraltilmasinda, kovanin i¢ine giren zararli maddelerin ve boceklerin mumyalanarak

etkisiz hale getirilmesi islemlerinde de kullanilir [40,41,44].

2.4.1.1 Propolisin tarihgesi

Propolis, Yunanca kokenli bir kelimedir. Eski Yunan’da pro (savunmada olmak ya da
korumak) ve polis (sehir) anlamina gelmektedir. Buna goére propolisin tam anlami
“sehrin (kovanin) korunmas1” dir [44,45]. Propolis cok eski ¢caglarda ilk kez Yunanlilar
tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir. Son yillarda bu
degerli ar iirlinlinlin; antibakteriyel, antifungal, antiviral Ozellikleri yaninda anti-

inflamatuvar, anti-iilser, lokal anestezik, antitiimor, immun sistemi uyarmak gibi cok
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sayida yararli biyolojik aktivite 6zelligi gdstermesi; tip, apiterapi, saglikli besin iiretimi

ve biyokozmetik alaninda kullanimin1 yayginlastirmistir [39,40,43,44].

2.4.1.2 Fiziksel ozellikleri

Propolis, keskin ve giizel kokulu, acims: tatta bal mumu ve bitki 6z suyundan olusan bir
maddedir [46,41,42]. Karakteristik olarak, lipofilik bir materyaldir [41]. Sogukta sert ve
kolay kirihir fakat sicakta yumusak ve esnek, nemde ise yapiskandir [41,42]. 15-25 °C
arasinda ise mum gibi elastik bir yapidadir [42]. Bu yiizden an tutkali olarak da bilinir
[41]. Suda az ya da hi¢ erimeyen propolis, % 95’lik alkolde biiyiik ol¢iide erir. Eter,
kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde ise kismen erir [42,46]. Kaynagina ve
yasina gore hos aromatik bir kokusu ve saridan kahverengiye degisen renkleri vardir

[41,42].

2.4.1.3 Kimyasal yapisi ve kaynagi

Propolisin kimyasal yapist ile ilgili ilk ¢alismalar 1970’li yillarda, kavak ve hus agaci
tomurcuk salgilariin karsilastirilmasi iizerine yapilmistir. Bunun ardindan pek c¢ok
calisma yapilmis ve sicak bolgelerde kavak tiirleri salgilarinin propolisin kimyasal

olarak asil kaynagi oldugu kabul edilmistir [44].

Propolisler, cografik ve bitkisel kokeni, ar tiirii, ar1 irk1 ve ekolojik kosullarindan dolay1
degisik ve kompleks bir kimyasal kompozisyon gosteren, dogal toksik olmayan bir
iiriindiir [40-44,46]. Islenmemis propolisin yapisinda bulunan genel maddeler ve
oranlarn1 soyledir: % 45-55 recine, % 23-25 mumlar ve yag asitleri, % 10 esansiyel
yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik madde ve mineraller [39,41,42,47]. Bu
maddelerin oranlari; maddelerin ¢esidine, kaynagina, toplanma yeri ve zamanina
bagldir [41,42]. Islenmis propolislerde lipitler yaklasik % 60.2 oraninda bulunurlar. Bu
miktarin % 49 kadarin1 yag asitleri, % 51’e yakin bir kismini ise steroller, uzun zincirli
alkoller ve hidrokarbonlar gibi sabunlasmayan maddeler icerir. Propolis ayrica;
flavonoid aglikanlar, fenolik asit ve esterleri, sesquiterpenler, kinonlar, kumarinler,

steroidler, amino asitler, fenolik aldehitler, alkoller, ketonlar ve anorganik bilesikler gibi
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300 farkli bilesik, 20’den fazla mineral madde, balmumu, re¢ine ve polen
bulunmaktadir [40-43,46,48].

Cizelge 2.1 Islenmemis propolisin genel yapisinda bulunan maddelerin oran1 [39,41]

Maddeler (%)
Rec¢ine ve zamksi maddeler 50
Bitkisel mumlar 30
Esansiyel yaglar 10
Polen 5
Organik bilesikler ve mineral maddeler 5

Propolis genellikle alkolde ¢oziinerek icerdigi bilesiklere ayrilir. Alkolde ¢oziinen kismi

balzam kismidir. Erimeyen kismi ise balmumu kismidir [41].

Propoliste bulunan en 6nemli bilesikler flavanoidler ve sinamik asit tiirevleridir.

2.4.1.3.1 Flavanoidler

Flavanoidler, propolisin etanolik ekstraktinda, miktar olarak en fazla bulunan ve
biyolojik aktivite olarak en yiiksek aktiviteyi gosteren bilesiklerdir [39,40,46]. Galanin,
kamferol, kuersetin, rutin ve krisin major flavonoidlerdir; minor flavonoidler ise
isoalpinin, kamferid, ramnositin, ramnetin, pinosembrin ve pinobanksindir [46]. Tiim
flavonoidler, 3'-4'dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir ve iz
elementlerle veya radikallerle selat yaparak antioksidan o6zellik gostermektedirler
[42,49]. Flavonoidler ve diger bitki fenolikleri; siiperoksit (O-), lipit alkoksil (RO-),
peroksil (ROO-) ve nitrik oksit (NO-") gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir
selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarma ek olarak; vazodilator, immiin
sistem uyarici, antiallerjik, Ostrojenik, antiviral (HSV, HIV, influenza ve rhinoviriislere

kars1) etkileri de s6z konusudur [49].
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Flavanoidler; Fosfolipaz-A,, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile
antiinflamatuar 6zellik gosterirler. Kuersetin ve rutin gibi major flavonoidler ise serum
trigliserit seviyesini ve trombosit agregasyonunu azaltarak antitrombolitik etki
gostermeleri yaninda kuersetin; meme karsinomunda p53 tiimor baskilayici geninde

diizenleyici etki yapmaktadir [49].

Propolisin yapisinda bulunan ve antioksidan olarak kullanilan flavanoidlerin, lipit
peroksidasyonunu oOnledigi ve hiicre zarindaki doymamis yag asitlerini, oksidanlara
kars1 bir antioksidan olan askorbat gibi koruduklar1 bildirilmistir [42]. Flavanoidler,
glikozitler gibi canli hiicrelerde, sicak asit ve enzimlerle sirasiyla aglikan ve sekerlere
yikilabilirler. Fenolik antioksidanlar (AH), lipit radikallere hizla H" vererek lipit
oksidasyonunun ilerlemesini engeller. Gorevi, lipit peroksi (ROO-") ve alkoksil (RO-)

radikalini parcalayarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlandirmaktir.

ROO: + AH — ROOH + A-
ROO: + A- - ROOA
RO- + AH —-ROH + A-
RO- + A- -ROA

Sonugta olusan fenoksi radikali (A-) yeni bir serbest radikal olusumunun baglatilmasini
onlemeli veya zincir reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruz kalmamalidir. Bu
yonden fenolik antioksidanlar (AO)’lar ¢ok iyi H" ve e- vericileridir. Olusan fenoksi
radikali, aromatik halka etrafinda ciftlenmemis elektronlarin lokalizasyon degisiklikleri

ile dengelenir [50].

2.4.1.3.2 Kafeik asit fenil etil ester (CAPE)

Propolisin ana bileseni ve etken maddelerinden biri olan kafeik asit fenil etil ester
(CAPE), reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini 6nlemektedir [42]. Yapica flavonoidlere
benzer ve iki halkasal yap1 igerir. Bu halkasal yapilardan biri iki tane hidroksil (OH)
grubu tagimaktadir. CAPE’ler, bu OH gruplar1 sayesinde redoks reaksiyonlarinda aktif

rol oynayarak, E ve C vitamini gibi antioksidan 6zellik gostermektedirler [51].
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Is1 ile yanik olusturulan bir deneyde, siganlarin plazmasindaki lipit peroksidasyonu ve
nitrik oksit diizeyleri iizerine propolisin, temel aktif bilesiklerinden olan CAPE’nin
etkisi arastirlmistir. CAPE eklenen grupta, SOD aktivitesinin azalmasmin onlendigi
[42], insan notrofillerinde ise ksantin oksidaz aktivitesinin inhibe edilerek reaktif
oksijen iiretiminin tam olarak bloke edilmesiyle beraber, antioksidan etki gosterdigi
[42,46], malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit diizeylerinin diisiiriildiigii tespit
edilmistir [42].

Propolislerin yapisinda ayrica glukoz, fruktoz ve siikroz gibi sekerler ve By, By, C ve E
vitaminleri ile bakir, kursun, giimiis, demir, molibden, aluminyum, silisyum, nikel,
stransiyum, vanadium, magnezyum, ¢inko, manganez, civa, sezyum, lantan, antimon

gibi elementlerin de bulundugu saptanmistir [40-42].

Pek cok farkli cografyada, farkli bitkilerden toplanan ve bir¢ok bilesigin bitki 6z
suyundan hicbir degisiklige ugramadan yapisina katildigi propolis icin, en Onemli
kaynagin Popolus nigra (karakavak) bitkisi oldugu diisiiniilmektedir [43,46]. Bunun
yaninda; bitki salgilar1, Pinus spp. (Cam)’nin regineleri, Betula spp. (Hus), Populus spp.
(Kavak), Aesculus hippocastanum (Atkestanesi), Salix spp. (S0giit), Alnus spp.
(Kizilagac), Abies spp. (Goknar), Prunus spp. (Erik), Ulmus spp. (Karaagag), Quercus
spp- (Mese), Fraxinus excelsior (Disbudak) vs. gibi tiirlerin de propolis kaynagi oldugu
belirtilmistir [52]. Propolis; bitki kaynakli bir iiriin olmasina ragmen bitkisel bir madde
degildir. Propolis yapisina katilan maddeler; bitkilerin yarali bolgelerinden ¢ikan salgi
maddelerinde, yaprak tomurcuklarinda ve yapraklardaki lipofilik maddelerinde de
(miisilajlar, yapiskanlar, recineler vs.) bulunmaktadirlar. Arilar, propolisi bitkilerin

degisik kisimlarindan salgilanan maddelerin yapilarin1 degistirerek tiretmektedirler [44].

2.4.2 Propolisin biyolojik ozellikleri

2.4.2.1 Antimikrobiyal etkisi

Propolisin antimikrobiyal etkisi; bakteriler, viriisler, mantarlar ve bazi parazit canlilar

iizerinde goriilmektedir [39,52,53].
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2.4.2.1.1 Antibakteriyel etkisi

Propolislerin antimikrobiyal etkisi, 6zellikle gram (+) koklar ile gram (-) basiller
tizerinde gozlenmistir [39,53]. Propolisin %13’likk ekstraktinin in vitro olarak {ist
solunum yolu enfeksiyonuna neden olan ajanlara karsi, bakterisidal etki gosterdigi

saptanmugtir [54].

Propolis ekstraktlariin, antibiyotiklerin aktivitesinde artis meydana getirdigi de
gozlenmistir [53,54]. Propolisin, in vitro olarak besiyerinde antibiyotiklerin etkisini
arttirarak ve etki siirelerini uzatarak sinerjik etki gosterdigi tespit edilmistir. Boylece bir
etkenin MIC (Minimum Inhibitory Concentration) degerini olusturmasinda ve
dolayistyla verilmesi gereken antibiyotik dozunun belirlenmesinde ve azaltilmasinda

Onemlidir [54].

Propolisin antibakteriyal etkisinin; pinosembrin, galanin, pinosilvin, pinobanksin gibi
flavonoidler ile sinnamilidin, asetik asit, benzil kumarat ve kafeik asit esterlerine bagh

oldugu gozlemlenmistir [53,54]. Bunlarin en 6nemlisi kafeik asit ve tiirevleridir [54].

2.4.2.1.2 Antiviral etkisi

Propolisin antiviral etkisi ile ilgili ¢cok sayida calismadan elde edilen bir¢ok veri vardir.
Cesitli c¢oziiciilerle elde edilen oziitlerle yapilan calismalara gore; influenza (grip
hastalig1) A ve B viriisiiniin iiremesine etki ettigi (iiremeyi azalttii), sagirlar arasinda
yaygin olan hastalik viriisiine ve Newecastle hastalifi (tavuklarda yaygin olan bir
hastalik) viriisiine etki ettigi vurgulanmistir. Ayrica in vitro olarak poliviriis,

pikarnoviriis ve herpes viriislerine karsi da ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir [53,54].

Pek cok RNA ve DNA viriislerine karsi antiviral aktivite sergileyen flavonoidler ve
aromatik asit tiirevleri, propolisin faydali oldugu diisiiniilen en 6nemli maddelerindendir
[53,54]. Propolis iceriginde bulunan bioflavonoidler, viriisiin protein kilifimi tutarak,
viriislerin enzim salgilamasin1 ve ¢ogalmasini onlerler [48]. Grip (influenza) viriisleri,
kafeik asit gibi fenolik bilesiklere kars1 zayif hassasiyet gostermesine ragmen, DNA

viriislerden olan polio ve para influenza viriislerinden daha hassastirlar [54].
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2.4.2.1.3 Antifungal aktivitesi

Mellet Clerc ve arkadaglart (1987) nin raporuna gore %>5’°lik konsantrasyonda karsilikli
etkilesen proplene glycolun varliginda propolisin, Mycroporum ve Trichophyton’a kars1
onemli bir antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Candida albicans mayalar
iizerine, bazi antimikotik ilaclarin propolisle (%10) birlesmesi sonucu, ilaclarin
aktivitesi artig gostermistir. Cogu tiire karsit propolisin mitkemmel derecede etkili
oldugu goriilmiistiir. Vandes ve arkadaslar1 (1987); Kiiba’da iiretilen 30 propolis
ekstraktinin, 17 fungal patojene karsi, antifungal aktivitesi (%10 etanolde) yapilan
caligmalarla kanitlanmistir. EEP (propolisin etanol ekstrakti), Candida basta olmak

iizere test edilen biitiin cilt mantarlarini inhibe etmistir [53].

2.4.2.1.4 Antiprotozoan aktivitesi

Scheller ve arkadaslart (1977); propolisin (EEP) antiprotozoan aktivitesini, in vitro
olarak Trichomonas vaginalis’in 3 tiirlinde rapor etmislerdir. EEP c¢ozeltileri, in vitro
olarak kullanldiginda, 150 mg/ml konsantrasyonda tiirler iizerinde letal bir aktivite

gostermigtir [53].

Propolisin antiprotozoan aktivitesini gdzlemlemek amaciyla yapilan calismada; deney
hayvanlann Eimoria manga, E. media ve E. perforans ile enfekte edildikten sonra
hayvanlara %3’liik EEP ve diger antiprotozoan ilaclar uygulanmis ve propolisin

antiprotozoan etkisinin diger ilaglardan daha yiiksek oldugu gézlenmistir [53].

2.4.2.2 Sitotoksik aktivitesi

Bazi doku Kkiiltiirlerinde, farkli metodlarla, propolis ekstraktlarinin in vitro sitotoksik

aktivitesinin incelenmesi ile ilgili bircok ¢alisma mevcuttur [53].

Yapilan ¢alismalarda, propolisin sitotoksik etkilerine kismen cevap verebilen propolis
bilesikleri, CAPE olarak tanimlanmistir. Insan kanser hiicrelerinde, CAPE’nin etkileri
meme (MCF-7) kanserinde ve melanoma hiicre kiiltiirlerinde test edilmis ve sonugcta;

melanoma, kolon ve renal kanser hiicre hatlarinda daha carpici etkiler gézlenmistir.
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Fakat normal fibroblastlar ve melanositler {izerinde CAPE’nin etkisinin daha az oldugu
gozlenmistir. CAPE’nin transforme olmus hiicrelerde daha kolay etkili olmasinin
nedeninin, propolisin  aciklanmis  karsinostatik ~ 6zelliginden  kaynaklandig

diistiniilmektedir [53].

Metil ferulat, metil asetil ferulat, metil asetil izoferulat ve metil cafeat gibi kafeik asit
tiirevlerinin, antitumor aktiviteleri de Inayama ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir.
Bazi1 bilim adamlarina gore Cin hamster ovaryumunun kanserli hiicre hattinda
propolisin invitro sitotoksik etkisi, propolisteki naftalin tiirevlerinden dolay1 oldugu
diisiiniilmektedir. Insan karaciger kanserinde, KB ve HelLa hiicrelerinde Brezilya
propolis ekstraktlartyla yapilan in vitro testlerde, propolisin sitotoksik etkilerinin,
propolis icerigindeki kuersetin, kafeik asit ve fenil ester bilesiklerinden dolay1 oldugu

gosterilmistir [53].

2.4.2.3 Antiinflamatuvar etkisi

Propolisin gii¢lii bir antiinflamatuvar etkisinin oldugu, propolisin c¢esitli dozlarina bagh
olarak yapilan calismalarla gosterilmistir. Propolisin antiinflamatuvar etkisinin meydana
gelmesinde; trombositlerin bir araya gelmesinin 6nlenmesi sonucu prostoglandinler ve
lokotrienler gibi ekzonoidlerin sentezinin engellenmesi ve histamin gibi inflamasyonda
rol oynayan modiilatorlerin salinmasinin Onlenmesi durumu 6ne siiriilmustiir [54].
Propolis ekstraktinin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek, antiinflamatuvar etki
gosterdigi de bildirilmistir [53]. Formaldehit ile eklemlerde olusturulan artrite karsi,
propolis  ekstraktinin  lokal olarak kullanilmast sonucu, belirgin derecede

antiinflamatuvar etki gosterdigi saptanmistir [46].

2.4.2.4 Antioksidan ozellikleri

Propolisin iizerinde durulan en yeni Ozelliklerinden birisi de antioksidan o6zelligidir.
Propolisteki temel bilesen olan flavanoidler ve tiirevlerinin, serbest radikalleri
temizlemede, en c¢ok etkili olan bilesikler olma 6zelligine sahip olduklar1 kanitlanmigtir.
Baz1 flavanoidler, doymamis yag asitlerinin peroksi radikalleriyle reaksiyona girip

temizleyici rol oynayarak, lipit peroksidasyonunun baslangi¢ asamasina etki edebilirler.
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Flavanoidlerin antioksidan etkilerinin; peroksit iyonlari, H,O,, tekil oksijen ve lipit
peroksit radikallerini ortamdan uzaklastirabilme yeteneklerine gore oldugu
diistiniilmektedir. Flavonoidlerin, serbest radikalleri ortamdan temizlemeleri ve
uzaklastirabilmeleri gibi islevlerinin yam sira, lipo-oksijenaz ve siklo-oksijenaz
enzimlerini inhibe ederek antioksidan etki gosterebilmeleri iizerinde de durulmaktadir

[54].

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,
besinlerle alinan (ekzojen) antioksidanlarin tiikketimi de biiyiikk ©nem tasimaktadir.
Besinsel temel antioksidanlar; E vitamini, C vitamini, karotenoidler, flavanoidler ve
diger polifenollerden olusmaktadirlar. Ozellikle savunma mekanizmasinda hiicresel
antioksidan enzimlerin (SOD ve GP gibi) onemi biiyiiktiir ve bu enzimlerin yetersiz
olmasi veya enzim aktivitelerinde meydana gelen azalmalar, hiicre bilesenlerinde
onarillamayacak hasarlara yol acabilirler. Ancak besinlere antioksidan katkilar
yapildiginda, hiicresel savunma sistemi giiclendirilerek, hasar en aza
indirgenebilmektedir. Propolis ve diger antioksidan maddelerle yapilan calismalarda,
propolisin lipit peroksidasyonunu engelledigi ve serbest radikal olusumunu azalttigi

tespit edilmistir [39].

2.4.2.5 Antikarsinojenik etkisi

Propolisin en o©nemli biyolojik etkilerinden biri de karsinostatik etkisidir [54].
Propolisin yapisindaki CAPE, sinamik asit ve terpenoidlerin sitotoksik aktivitesinden
dolay1; bagirsak, bobrek, meme, burun ve girtlak kanserinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir [39,54]. Propolisin karsinostatik etkisinden sorumlu en onemli etken
maddenin, 6zellikle CAPE oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bazi incelemelerde,
CAPE’nin kiiltiir ortaminda transforme sican ve insan hiicrelerinde apoptozisi uyararak,
transforme hiicrelerin gelisimini yavaglattigi ve hiicre secici 6zelliginden dolay1 da,

normal fibroblastlara kars1 ¢ok az etkili oldugu ya da hi¢ etkisinin olmadigi
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gozlemlenmistir. Buna ek olarak; CAPE’nin, insan tiimor hiicrelerinin bircogunun
cogalmasim1 engelleyebildigi ve bu etkiyi, mutajenik uyaran tarafindan indiiklenen

oksidatif siireci engelleyerek yapabildigi 6ne siiriilmiistiir [42].

2.5 Cahsilan Deney Hayvam Hakkinda Genel Bilgi

Pullu sazan (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) (Sekil 2.1); genis bir cografik alana
yayilmis, Avrupa, Asya, Afrika, Latin Amerika 6zellikle Brezilya ve Avustralya’da
yetistiriciligi yapilan bir tatli su balig tiiriidiir. Ulkemiz sularinda dogal olarak yasayan
bu tiir, “adi sazan” veya “pullu sazan” seklinde adlandirilmaktadir. Baliklandirma ve

yetistiricilikte kullanilan sazan 6zellikle “aynali sazan”dr.

Sazanlarin bag ve sirt kisimlart esmer yesil, yanlar ise yesilimsi sar1 renktedir.
Agizlarinda dis bulunmaz, sadece farinks disleri vardir. Agiz kenarinda bir ¢ift kalin
yiizge¢ bulunmaktadir, diger yiizgecleri ise tektir. Viicutlart kambur ve baslar kiigiiktiir.

Boylece daha fazla et baglama imkanina sahiptir [55].

Sekil 2.1 Pullu sazan (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758).
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2.6 Calisilan Dokular Hakkinda Genel Bilgi

2.6.1 Karaciger dokusunun yapi1 ve fonksiyonlari

Karaciger; viicudun hem arteriol hem de venoz kam alan tek orgamidir. Diger organlara
sadece arteriol kan gelir ve vendz kan gider. Karacigere ise arteriol ve vendz kanin her

ikisi de gelir, fakat sadece venoz kan gider.

Karacigerin baglica gorevleri; safra salgis1 iiretmek, glikozu, glikojene cevirerek
depolamak, cesitli mineral ve vitaminleri depolamak, kanin pihtilasmasini saglayan ve
pithtilasmay1 onleyen maddeler tiretmek, dmriinii tamamlamis eritrositleri tahrip etmek,
zehirli maddeleri zararsizlastirmak, kan hiicreleri iiretmek, iire olusturmak ve kan

depolamaktir [56].

2.6.2 Solungac¢ dokusunun yapi ve fonksiyonlari

Suda yasayan ¢ok hiicreli hayvanlarin ¢ogu, solunum islevini solungaglar araciligiyla
gerceklestirirler. Basitten gelismise kadar cesitleri vardir. Solungaglarda genellikle bol
miktarda kilcal kan damarlar1 bulunmaktadir. Suda erimis oksijen, tek sira halindeki
kapiller endotelyumdan kana gecerek, kan pigmenti olan hemoglobin tarafindan tutulur

ve dolasim sistemi vasitasiyla viicudun her hiicresine ulagtirilir.

Suda eriyen oksijen miktar ¢ok diisiiktiir ve deniz suyunun 100 hacminde, 0.5 hacim
(% 0.5) oksijen bulunmaktadir. Havadaki oksijen miktar1 % 21 oranindadir. Bu yiizden
suda yasayan canlilarin oksijen ihtiyacini karsilayabilmeleri i¢in, solungag¢larin devamh

sulu ortamda olmas1 gerekmektedir [57].

2.6.3 Kas dokusunun yapi ve fonksiyonlari

Baliklarin derileri, diger omurgalilarda oldugu gibi iist deri (epidermis) ve alt deri
(dermis) seklinde iki tabakadan olusur. Epidermiste ¢ok sayida mukus bezleri bulunur.
Baliklarda kayganliga sebep olan bu mukus tabakasi, ¢ok miktarda su emebilen

glikopreteinler icermektedir. Dermis tabakasinda ise, yogun bir bag dokusu mevcuttur
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ve cesitli pigment hiicreleri yer almaktadir. Bunun yanina “guanoforlar” adi verilen ve
pigment icermeyen renk maddeleri de bulunabilir. Guanoforlar, parlak giimiis beyazi
guanin kristali icerir. Pullar, dermis kokenlidir ve pullarin sayilar1 biiyiikliigiine ve
tipleri ise balik tiirlerine gore degisebilir [58]. Deri, baliklarin tadini, kokusunu ve
muhafaza siirecini etkiler. Balik o6ldiikten sonra derideki mikroflora hizla yayilir. Bu
durum baliklarin bozulmasini hizlandirmaktadir. Deride —10°C’ye kadar (psikrofilik
mikroorganizmalar) gelisim gosterebilen ¢ok sayida spor bulunur. Baliklarin
bozulmasinda, derideki mikroorganizmalarin haricinde bagirsaktaki bakteriler de

onemli rol oynar [59].

Baliklarin kas sistemi, omur sayisina esit sayida olan myomerlerden olusmustur [60].
Baliklardaki kas fibrilleri yapisal olarak sicakkanli canlilarin kas fibrilleri ile aymidir.
Tek farki uzunluklanidir. Baliklarin kas fibrilleri sicakkanli hayvanlarinki kadar uzun
degildir [61]. Myomerlerin kalinligi myofibrillerin uzunlugunu belirler. Myomerler, bag
doku yapisindaki myospektrumlar tarafindan boliimlere ayrilmistir. Dik ydnde
ayrilanlara myospektrum, zigzagl (transversal) formda ayrilanlara ise myocommata
denir. Baliklara 1s1] islem uygulandiginda bag doku jelatinize olacagi (eriyecegi) igin

kaslar (myomerler) blok segmentler seklinde ayrilir [62].

2.6.4 Kan dokusunun yap: ve fonksiyonlari

Baliklar, gelismis yapili dort iiyelilere (tetrapoda) gore daha az kan tasirlar. Alyuvarlar
(eritrositler) yuvarlak ya da ovaldir ve c¢ekirdek bulundururlar. Yalmz birkag teleost
balikta ¢ekirdek olmadigina iligkin bilgi yer almaktadir. Caplart genellikle kikirdakli
baliklarinkinin yaris1 kadardir. Bu nedenle sayilar1 kikirdakli baliklarinkine gore, 5-8
kat daha fazladir. Akyuvarlari (I16kositleri) yine gelismis omurgalilardaki gibidir.
Bununla beraber gelismis omurgalilarda tipik sekilli akyuvarlar olmasina karsin

baliklarda ¢ok defa ara formlar halinde goriiliirler [63].
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2.7 Dokularda Calisilan Biyokimyasal Parametreler Hakkinda Bilgi

2.7.1 Malondialdehit

Hiicre lipitlerinin okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu olusan ana bir metabolit
olan MDA, lipit peroksidasyonu iiriinlerinin %40’ olusturmaktadir. MDA; lipit
peroksidasyonu sonucu, Ozellikle de doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarinin
oksidasyonu ile meydana gelir [64]. Bunun sonucunda; membran akiskanlhi§inda azalma
ile madde taginimi fonksiyonlarinda diizensizlikler meydana gelirken, membran
gecirgenligi ve transmembran iyon gradientinde bozulmalar ortaya ¢ikar [65]. O;"
radikali, dogrudan doymamis yag asitleriyle tepkimeye girerek hidroperoksitlerin
olusumuna sebep olur. Birden fazla cift bag iceren doymamis yag asitlerinin zarlarda
fazla miktarda bulunmasindan dolayi, lipit peroksidasyonu, zarlarda meydana gelen
degisimlerin en 6nemli nedenidir [66]. Bu sebeple peroksidasyon sonucu olusan MDA,

lipit peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmektedir.
2.7.2 Katalaz
Yapisinda dort adet hem grubu bulunduran bir hemoproteindir ve hidrojen peroksiti
oksijen ve suya parcalar. Eritrositler biiyiikk oranda katalaz icermektedir ve katalaz,
aktivitesinin %98’ini eritrositlere bor¢ludur.

2H202 — 2H20 + 02
Peroksidaz aktivitesi esnasinda; enzim hidrojen peroksitlerden birini elektron verici bir

substrat olarak, digerini ise oksidan ve elektron alicis1 olarak kullanabilme 6zelligini

tasir [34].
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2.8 Calisilan Mikrobiyolojik Parametreler Hakkinda Genel Bilgi

2.8.1 Psikrofilik bakteriler

Psikrofilik bakteriler daha cok su ve toprakta yasama Ozelligine sahip saprofit

bakterilerden olusur. Genellikle -8° ve 15°C arasindaki sicakliklarda iireyebilirler [67].
2.8.2 Mezofilik bakteriler
Insanlarda ve hayvanlarda hastalik yapan bakterilerin biiyiik bir kism1 bu gruptur ve 20°

ve 45°C arasindaki sicakliklarda iireyebilirler. Bu bakteriler genellikle 37°C'de inkiibe
edilirler [67].
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BOLUM 11
MATERYAL ve METOD
3.1 Materyal
3.1.1 Propolis ekstraktinin hazirlanmasi

Balikesir’in Kocaavsar koyii'nde bulunan an ciftliginden temin edilen propolisin etil
alkol ekstrakti, %70’lik 100 ml etil alkol igerisine 30 gram propolis karistirilmasi
suretiyle hazirlandi. Bu karisim, 36 saat boyunca oda sicakliginda, karistiricili tabla
yardimiyla hazirlandi. Daha sonra elde edilen karnisim, filtre kagid1 ile 2 kez siiziildi ve
konsantre haldeki materyal evoporasyonla kurutulduktan sonra, kullanilana kadar sise

i¢inde 151ktan korunarak 4°C’de saklandi.
3.1.2 Arsenik

Calismalarimizda, arsenigin trioksit formu (As;O3) kullanildi. Arsenik trioksit (As;O3),
su ile etkilestiginde arsenit asidini (HAsO,) veren bir bilesiktir. Ozgiil agirligi 3,87
gr/cm3 ‘tir. Alkalilerde ¢oziindiigiinde arsenit tuzlarim verir. Siddetli bir zehirleyici

ozellige sahiptir [15].
3.1.3 Deneyde kullamlan kimyasal malzemeler

Deneysel caligmalarda Na,CO; (Merck), NaOH (Merck), Na,K-tartarat c¢ozeltisi
(Merck), KH,PO, (Merck), K,HPO, (Merck), KCI1 (Potasyum kloriir) (Merck), CuSOy4
(Merck), Folin Fenol Belirteci (Merck), BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma), H,O,
(Sigma), TCA (Trichloroacetic acid) (Merck), HClI (Merck), Pepton (Merck), Plate
Count Agar (Labm), 2-thiobarbiitirik asit (TBA) (Sigma), Tetraetoksipropan (TEP),
MgO (Merck), H,SO4 (Merck) kullanilmastir.
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3.1.4 Deneyde kullamlan aletler

Deneysel calismalar boyunca, otomatik pipetler, hassas terazi, vortex, sogutmali
santrifiij (Nuve NF-800-R), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601-UV), pH metre (PH
1000-masa tipi), derin dondurucu, manyetik karistirici, homojenizator (Ultra- Turrax T
25), su banyosu (Crifton), Olympus BH2 arastirma mikroskobu, Trade Raypa marka

etiiv kullanilmistir.

3.1.5 Baliklarin temini ve deneysel gruplarin hazirlamsi

Aragtirma materyali olarak kullanilan pullu sazanlar (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758),
Nigde Azathh Baraji’'ndan temin edildi. Uygulama Oncesinde baliklar, 200 L’lik
akvaryumlarda 10-15 giin boyunda diizenli olarak Excel pond marka pelet yemle
beslenerek ortama adaptasyonlar1 saglandi. Deneyde ortalama 500-600 g agirliginda
baliklar kullanildi. Her biri 8 adet balik igeren 4 grup olusturuldu. Ilk gruptaki baliklar
kontrol grubu olarak kullamldi. Ikinci gruptaki baliklara 10 ppm propolis, iigiincii
gruptaki baliklara ise 0.01 ppm arsenik [68], son grup olan dordiincii gruba ise 0.01 ppm
arsenik ile birlikte 10 ppm propolis uygulandi. Canlilar 7 giin boyunca 7.4-7.8 pH’da

18-20 °C aras1 sicakliktaki suda bu uygulamalara maruz birakildi.

3.2 Metod

3.2.1 Diseksiyon islemi ve doku numunelerinin hazirlanmasi

Uygulama yapilan baliklara higbir anestezik madde uygulanmadan direkt kuyruk
kisimlart kesilerek kaudal vena’dan kan ornekleri elde edildi ve daha sonra kanlar

alman baliklardan sirasiyla analizler i¢in karaciger, solungac ve kas dokusu ornekleri

alindi.

28



3.2.2 Biyokimyasal ve hematolojik analizler icin kan 6rneklerinin hazirlanmasi

Baliklarin kanlar1 alinmadan once kan parametreleri iizerindeki olumsuz etkileri ve
hiicreleri hemoliz edici etkisinin olmasi nedeniyle, baliklara herhangi bir anestezik

madde uygulamasi yapilmadi [69-71].

Uygulama yapilan baliklardan kan, direkt canli iken kuyruk kesme yontemiyle alindi
[5,7,70,72,73]. Kan alma isleminden Once baliklar kuru bir havlu ile silindi. Sonra
keskin bir bigak yardimiyla kuyruk yiizgecinin 1-2 cm gerisinden kesilerek,
biyokimyasal analizler icin ayirma jeli iceren cam tiiplere 2 ml kadar alman kan
orneklerinin, sicaklik farki nedeniyle cabuk pihtilasmamas: i¢in, su sicaklifina baglh
olarak belirlenen sicaklikta ayarlanabilen 6zel kaplara alindi. Laboratuara getirtilen kan
ornekleri, 3500 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve serum kismi ayrilarak ependorf tiiplere
mikropipet yardimiyla aktarildi ve boylece kan, biyokimyasal parametrelerin analizi

i¢in hazir duruma getirilmis oldu.

Hematolojik analizler icin, baliklarin kaudal vena’larindan 2 ml kadar alinan kan
ornekleri direkt, igerisinde antikoagulan madde bulunan cam tiiplere alind1 [74].
Ozellikle baliklarda pihtilasmay1 onleyici madde olarak, heparin ve EDTA (Sodyum
etilendiamin tetra asetik asit) kullanilmasinin Onerilmesi nedeniyle [7] calismada kan
hiicrelerinin uzun siire korunmasi icin EDTA kullanildi. Ayrica balik kaninin havayla
temasindan sonra, kisa siire i¢inde pihtilastigi i¢cin kan alma islemi hizli bir sekilde (30-

45 sn) gergeklestirildi.

3.2.3 Biyokimyasal calismalar icin doku numunelerinin hazirlanmasi

Baliktan diseksiyon yontemiyle karaciger, solungac ve kas dokular1 ¢ikartildiktan sonra
elde edilen dokular, derin dondurucuda -40°C’de muhafaza edildi. Dokular, lipit
peroksidasyonu (MDA) ile total protein ve enzim (CAT) aktivitesinin belirlenmesi i¢in
iki parcaya ayrildi. Lipit peroksidasyon analizleri i¢in kullanilacak dokular 1/10 w/v
oraninda % 1,15’lik KCl (potasyum kloriir) ¢dzeltisinde homojenize edildi. Elde edilen

bu homojenatlar analiz yapilincaya kadar -40°C’de derin dondurucuda saklandi.
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Enzimatik analizler icin kullanilacak ikinci parcanin érnekleri dncelikle tartildi ve 1/5
w/v oraninda PBS tamponu (fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) (pH 7,4) eklenerek,
buz izolasyonu altinda Ultra Turrax homojenizator kullanilarak homojenize edildi.
Homojenize edilen 6rnekler Nuve NF-800-R sogutmali santrifiijde 4500 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar hemen -40°C’de derin dondurucuda

saklandu.

3.2.4 Histopatolojik calismalar icin numune hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan hasara ugratilmadan cikarilan karaciger, kas ve solungag
dokularindan bir parca alinarak her biri ayr1 ayr1 doku takip kasetlerine konulduktan
sonra % 10’luk notral tamponlanmis formalin (NTF)’de 24 saat boyunca akan ¢esme
suyu altinda fikse edildi. Fiksasyon sonrasi dokular, alkol ve ksilen serilerinden
gecirildikten sonra sicak parafinde bekletildi. Parafinli dokular bloklandiktan sonra 4-6
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler lam {izerine yapistirildiktan sonra

hematoksilen eozin (HE) boyama yapildi.

3.2.5 Kas biyokimyasi ve mikrobiyolojisi icin doku numunelerinin hazirlanmasi

Kesim esnasinda mikrobiyolojik analizler icin baliklardan steril sartlarda 10’ar gram kas

aliarak -20°C’de saklandh.

3.2.6 Protein tayini

Karaciger, solunga¢c ve kas dokularindan elde edilen siipernatanlarin 1 mL’sinde

bulunan toplam protein miktarini belirlemek icin Lowry yontemi kullanildi [75].

30



3.2.6.1 Kullanilan reaktifler

Protein tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanis1 soyledir:
A cozeltisi:

%?2’lik Na;COs5’1n 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi: 100 hacim
%?2’lik Na,K-Tartarat ¢cozeltisi : 1 hacim

9%1’lik CuSOy ¢ozeltisi :1 hacim

A ¢oOzeltisi, yukarida Dbelirtilen {i¢ ¢ozeltinin belirtilen hacim oranlariyla

karnistirilmasiyla deneyin baglamasindan hemen 6nce hazirlandi.

B ¢ozeltisi:

Folin Fenol Belirteci : lhacim

Bidistile su : 1 hacim

BSA ¢ozeltisi:

Standart protein ¢ozeltisi olan BSA (Bovine Serum Albumin) 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozelti olarak hazirlandi. Orneklerin calisiima arahgina gore 10,
20, 30,40,50,60,70,... mg/mL oraninda BSA c¢ozeltileri hazirlanarak kullanildi.

3.2.6.2 Deneyin yapilis1

Proteinlerin tayini i¢in asagidaki metod takip edildi:

Her deney icin 2 kor, ornegin ¢alisma aralifina gore degisen konsantrasyonlarda

BSA’lar ve ornek tiipleri hazirlandiktan sonra, biitiin tiiplere 2.5 mL A ¢ozeltisi eklendi.
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BSA tiiplerine belirtilen hacimlerde BSA ¢ozeltisi, 6rnek tiiplerine ise deneyin sartlarina
gore 5, 10, 20 puL’lik 6rnek ¢ozeltileri deney tiipiiniin duvarina damlaciklar seklinde

birakildi.

Tiipler vorteksle iki defa karistirtlip 10 dakika beklendi.

1: 1 oraninda hazirlanmis olan Folin-fenol belirtecinden (B ¢ozeltisi) 250 pyL tim
tiiplere eklendi. Tiipler yeniden iki defa vorteksle karistirildiktan sonra, renk olusumu

icin 45 dakika karanlikta bekletildi.

Bu siirenin bitmesinin ardindan &rnekler karanlik ortamdan alinip, spektrofotometre

kullanilarak 6rneklerin 695 nm’deki absorbans degisimi okundu.

3.2.6.3 Protein miktarinin hesaplanmasi

Standart BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafigi kullanilarak her bir 6rnek

tiipiindeki stipernatanin 1 mL’sinde bulunan protein miktar1 hesaplandi.

3.2.7 CAT aktivite tayini

Katalaz enziminin tayini Luck yontemi kullanilarak yapildi [76].

3.2.7.1 Kullanilan reaktifler

Konsantrasyonu 1/15 M olan Na, K-fosfat tamponu (Na, HPO4- KH; PO4) pH:7

Konsantre H,0O, ¢ozeltisi

3.2.7.2 Deneyin yapihisi

160 pL H,0, ¢ozeltisi alinarak 100 mL Na, K-fosfat tampon ¢ozeltisine ilave edildi. Bu
hazirlanan ¢ozeltiden de 1000 uL alind1 ve kor olarak kullamldi. Orneklerin icerigindeki
katalaz miktarin1 belirlemek i¢in, bu karisimdan 1000 puL alinarak kiivete kondu ve

izerine calisma aralifina gore 30 uL’den baslayarak gittik¢e artan konsantrasyonlarda
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siipernatan eklendi. Bir kez karistirilarak spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 30

saniye siireyle absorbans degisimi kaydedildi.

3.2.7.3 CAT aktivitesinin hesaplanmasi

Okunan absorbans degisimlerinden pl’deki enzim iinite sayis1 asagidaki formiile gore

hesaplanir.

C=AOD x 1dk x 1000

0.036 x pL siipernatan

3.2.8 Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi
Metabolizma sonucu olusan serbest radikallerin, hiicre zarinda bulunan lipitlere
saldirmasi sonucu lipit peroksidasyonu gerceklesmektedir. Lipit peroksidasyonunun son
iriinii olan malondialdehit (MDA) miktar1 ise Beuge J.A [77] yontemi ile dl¢iildii.
3.2.8.1 Kullanilan reaktifler

%5’ lik TCA ¢ozeltisi : 1 hacim

9%0,375’1ik TBA ¢ozeltisi : 1 hacim

9%0.25 N’lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim

Belirtilen bu 3 ¢ozeltinin hassas bir sekilde hazirlanmasi ve karsilarinda belirtilen

hacimlerde karistirilmasiyla bir ¢ozelti hazirlandi.

3.2.8.2 Deneyin yapilisi

1. 10 mL’lik santrifiij tiiplerine, hazirlanan ¢ozeltiden 4 mL eklendi.

2. Kor tiipleri haricinde diger 6rnek tiiplerine homojenattan 1 mL eklendi.

3. Siddetli bir sekilde 1 defa karistirildi.
4. 15 dakika kaynar suda (95-100°C’de) bekletildi.
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5. Kaynar sudan cikarilan tiipler sogutuldu ve 10 dakika boyunca 13500 rpm’ de
santrifiij edildi.

6. Elde edilen siipernatanin 535 nm’deki absorbansi spektrofotometrede okundu.

3.2.8.3 MDA diizeyinin hesaplanmasi

MDA miktar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
MDA- TBA kompleksi icin molar absorbans katsayisi: € : 1.56 x 10° M cm™

C= 0D/ 1.56 x 10° x Total Hacim / Numune Hacmi

3.2.9 Kas dokusunun histopatolojik analizi

NTF deki fiksasyon islemleri tamamlanmis olan doku numuneleri, akan ¢cesme suyunda
24 saat boyunca yikandiktan sonra %70’lik, %80’lik, %95’lik ve absolut etanol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildiler. Tiim 6rnekler dehidratasyonu takiben toplam
1.5 saat siire ile ksilolde seffaflastirildi ve daha sonra 60°C’de erimis olan parafine
konuldu. Erimis parafinde 6 saat bekletilen dokular, parafin icine gdmiilerek bloklanda.
Mikrotom ile parafin bloklardan 4-6 um kalinliginda kesitler lamellere alindi. Genel
histolojik yapiy1r gozlemlemek icin alinan kesitlere HE boyama yontemi uygulandi.
Hazirlanan bu kas dokusu preparatlar aragtirma mikroskobu ile incelendi ve fotograflar

cekildi [78,79,80].

3.2.10 Karaciger dokusunun histopatolojik analizi

NTF’deki fiksasyon islemleri tamamlanmig olan doku numuneleri, akan ¢esme suyunda
24 saat boyunca yikandiktan sonra %70’lik, %80’ lik, %95’lik ve absolut etanol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildiler. Tiim O6rnekler, dehidratasyonu takiben
toplam 1.5 saat siire ile ksilolde seffaflastirildi ve daha sonra 60°C’de erimis olan
parafine konuldu. Erimis parafinde 6 saat bekletilen dokular, parafin i¢ine gdmiilerek
bloklandilar. Mikrotom ile parafin bloklardan 4-6 pum kalinliginda kesitler lamellere

alindi. Genel histolojik yapiyr gozlemlemek i¢in alinan kesitlere HE boyama yontemi
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uygulandi. Hazirlanan bu karaciger dokusu preparatlart arastirma mikroskobu ile

incelendi ve fotograflar ¢ekildi [78,79,80].

3.2.11 Solungac¢ dokusunun histopatolojik analizi

NTF deki fiksasyon islemleri tamamlanmis olan doku numuneleri, akan ¢cesme suyunda
24 saat boyunca yikandiktan sonra %70’lik, %80’lik, %95’lik ve absolut etanol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildiler. Tiim 6rnekler dehidratasyonu takiben toplam
1.5 saat siire ile ksilolde seffaflastirildi ve daha sonra 60°C’de erimis olan parafine
konuldu. Erimis parafinde 6 saat bekletilen dokular, parafin icine gomiilerek
bloklandilar. Mikrotom ile parafin bloklardan 4-6 pm kalinliginda kesitler lamellere
alindi. Genel histolojik yapiy1 gozlemlemek amaci ile alinan kesitlere HE boyama
yontemi uygulandi. Hazirlanan bu solunga¢ dokusu preparatlar1 arastirma mikroskobu

ile incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi [78,79,80].

3.2.12 Eritrositlerin morfolojik analizi

Kandaki eritrositlerin morfolojilerinde herhangi bir degisikligin olup olmadigim tayin

etmek icin yayma preparat (froti) yontemi kullamlmistir [80,81].

Temiz lamin ucuna ¢ok fazla biiyiik olmayan bir kan damlasi konuldu. Bir diger lam
veya lamelle 45° a¢1 yapacak sekilde damla iizerine getirilip sekil degismeksizin lam

izerine degdirildi ve lam boyunca ¢abucak geriye dogru kaydirildi.

Lam 6zenle havada sallanarak olabildigince cabuk kurutuldu. Uzerini ortecek sekilde
metil alkol dokiilerek 2-3 dakika fikse edildi. Fiksasyondan sonra giemsa boyasi ile 40
dakika boyandiktan sonra boyanin fazlasi hafif akan c¢esme suyunda yikanip

kurutulduktan sonra mikroskopta incelendi.
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3.2.13 Kas dokusunun mikrobiyolojik ve biyokimyasal analizi
3.2.13.1 Kas dokusunun mikrobiyolojik analizleri

Beslenmek i¢in ideal bir gida olan balik kas dokusu, mikroorganizmalarin gelismesi i¢in
de uygun bir ortamdir [82]. Balik kas dokusundaki toplam mikroorganizma sayis1 balik
etinin tazeligi ile orantili olarak degisim gostermektedir. Balik kas dokusunun birim
agirhigindaki mikroorganizma sayisinin artmasi, etin tazeliginin azaldigimi gosterir. 1 g
balik etindeki mikroorganizma koloni sayist 100.000’den az ise et tiiketilebilir halde,

100.000’ den fazla ise bozulmus kabul edilir [83].
3.2.13.1.1 TMAB saymm

Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi icin PCA dokme plak yontemi uygulandi. 10 g
ornek Waring Blender’de 90 ml serum fizyolojik su (% 0.85 NaCl) ile homojenize
edildikten sonra % 0. 1 steril peptonlu su ile 10', .....10° diliisyonlar1 hazirlanip standart
Plate Count Agar’a dokme plak yontemine gore ekimler yapilip, 35 C’de etiivde 2 giin
boyunca inkiibasyona birakild1 ve sonucta plaklarda 20-200 aras1 koloni iiremesiyle,

mezofil bakterilerin sayimlar yapildi [84].
3.2.13.1.2 PB sayimm

Psikrofilik bakteri sayimi yine PCA dokme plak yontemine gore yapildi. 10 g ornek
Waring Blender’ de 90 ml serum fizyolojik su (% 0. 85 NaCl) ile homojenize edildikten
sonra % 0. 1 steril peptonlu su ile 10", .....10° diliisyonlar1 hazirlamp, standart Plate
Count Agar’a dokme plak yontemine gore ekimler yapilip 8- 10°C’de buzdolabinda 10
giin inkiibasyona birakildi. Sonugta plaklarda, 20-200 koloni kadar iireyen psikrofil
bakterilerin sayimlar1 yapildi [84].
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3.2.13.2 Kas dokusunun biyokimyasal analizleri

3.2.13.2.1 MDA tayini

Lipit peroksidasyonu gostergesi olan [85] MDA tayini Schormiiller (1969)’in [86]

Onerdigi metoda gore yapildi.

Lipit oksidasyon derecesinin tespiti i¢in 2-thiobarbiitirik asit yontemi uygulandi. 10 g
ormek 4 N HCl ile asitlendirilerek Waring Blender’de homojenize edilip, iizerine birkag
damla kopiik kirici ilave edilerek distilasyon islemi uygulandi ve distilasyon iinitesinin
altina 6lcii silindiri konulup, 50 ml distilat toplandi. Toplanan distilattan 5 ml 6rnek tiipe
almarak 5 ml 0.02 M 2-thiobarbiitirik asit reaktifi ilave edildi. Daha sonra tiipler sikica
kapatilarak sicak su banyosunda 35 dakika beklettikten sonra sogutulup 530 nm’de
spektrofotometre’de absorbanst okundu. Spektrofotometrik 6l¢iim sonucu daha once
hazirlanmis olan tetraetoksipropan (TEP) egrisi yardimiyla belirlenen katsay1 ile

carpilarak malondialdehit (MDA) diizeyi mg/kg seklinde saptandi.

3.2.13.2.2 TVB-N tayini

Balik dokularinda meydana gelen kimyasal degisikliklerin en onemli ozelliklerinden
birisi ucucu bazlarin iretimidir ve bozulma seviyelerinin anlagilmasinda
kullanilmaktadir. Toplam Ucgucu Bazik Azot (TVB- N) tayini Schormiiller (1968)’e [87]

gore belirlendi.

Waring Blender’de homojenize edilen 10 g 6rnege, alkalilestirme amaciyla 2 g MgO ve
1-2 ml kopiik kirici ilave edilip, balon icerigi destilasyona birakildi ve igerisinde 0.1 N

H,SO, bulunan balonda toplanan destilat 0.1 N NaOH ile titre edildi.

3.2.13.2.3 Laktik asit tayini

Laktik asit miktar1; Keller ve ark.’nin [88] belirttigi titrasyon yontemi ve dijital biiret
(50 ml) yardimiyla saptandi. Asitlik tayini ise, Waring Blender’de saf su ile homojenize

edilen 6rnegin, 0.1 N NaOH ile pH’nin 8.3’e ayarlanmasi seklinde uygulandi.
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3.2.13.2.4 pH tayini

Ockerman’mn [89] belirttigi sekilde ve ‘HANNA pH 211’ (HANNA Instruments) pH
metre cihazi ile 6l¢iildii. 10 g 6rnek 100 ml distile su ile Waring Blender’de homojenize

edilip, pH metre’nin probu ¢ozelti icerisine daldirilarak okuma yapildi.

3.2.14 Kan dokusunun biyokimyasal analizleri

Baliklardan 2’ser ml jelli tiiplere alnan kanlar, 3000 g’de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda kandan ayrilan serumlar ependorf tiiplere alind1 ve biyokimyasal
analizler i¢in hazir hale getirildi. Serumlardan otoanalizér cihazi yardimiyla; albumin
(ALB), Alkalen fosfataz (ALP), Alanin aminotransferaz (ALT), Amilaz (AML),
Aspartat aminotransferaz (AST), Globulin (GLOB), Glukoz, Kreatinin (CK), Laktat
dehidrogenaz (LDH), Total Protein (TP), Trigliserit, Ure, VLDL, Ca (Kalsyum), Cl
(Klor), P (Fosfor), K (Potasyum), Na (Sodyum) seviyeleri tespit edildi.

3.2.15 Kan dokusunun hematolojik analizleri

Biyolojik ve cevresel faktorlerin etkisi nedeniyle bir organizmada meydana gelebilecek
cesitli fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklerin tiimii hemopoyetik sistemle
baglantilidir. Kan dokusunun fiziksel ve kimyasal yapisi, canlida meydana gelen
degisiklikleri dogru olarak yansitmaktadir. Buna bagl olarak deneylerde, arsenik ve
propolis uygulanmig sazanlarda, hematolojik parametrelerde meydana gelebilecek
degisikliklerin tayin edilmesi amaciyla, anestezik madde uygulanmadan baliklarin

kaudal venalarindan direkt 2 ml kadar kan EDTA’11 tiiplerde alindi.

Eritrosit ve trombosit sayilar1 i¢in; kan Once Hayem ¢ozeltisinde 1/200 oraninda
sulandirild1 ve sayim 40’lik objektifte yapildi. Thoma laminda toplam 5 orta kare (80
kiigiik kare) sayilarak, direkt 10* carpanla mm 3/10° deki eritrosit sayilar tespit edildi.
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Lokosit sayist icin alinan kan, Turck ¢ozeltisinde 1/10 kez sulandirildiktan sonra sayim
40’k objektifte yapildi. Biitiin orta kareler (400 kiiciik kare) sayildi ve direk 10
carpanla mm?/10* deki toplam 16kosit sayisi belirlendi [90].

Hemoglobin miktari; cyan-methemoglobin yontemiyle (1mL Drabkin ¢ozeltisi- 20uL
kan karigimi 10 dk oda sicakliginda bekletilir) tespit edildi. Karisimin absorbansi1 540
nm’de okundu. Onceden hazirlanmis standart (Kit. 525 A, sigma) tablodan degerler

hesaplandi [91].

Hematokrit miktar tayini ise, mikrohematokrit yontemiyle yapildi. Mikrohematokrit
pipetlerine alinan kan numuneleri 5000 rpm de 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi.
Hematokrit degeri, santrifiij sonrasi toplam kanin plazmaya orani (%) olarak hesaplandi

[90].
3.2.16 Verilerin istatistiksel Analizi

Elde edilen verilerin istatistiksel hesaplamalari, tek yonlii varyans analizinde Duncan’s

modeline gore SPSS paket programi araciligi ile yapildi.
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BOLUM 1V

BULGULAR
4.1. Calisma Gruplarmin Dokularinda Olgiilen CAT Aktiviteleri
4.1.1. Kas dokusunda olciilen CAT aktiviteleri
Calisgilan kas dokularinda CAT aktivitesi, kontrol grubuna gore arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.05)
(Cizelge 4.1). Arsenik+propolis ve propolis gruplarinin kas dokularindaki CAT
aktiviteleri arsenik grubuna gore istatistiksel olarak anlaml artis gostermistir (P<0.05)
(Cizelge 4.1). Kontrol grubu CAT aktivitesine gore propolis uygulama grubu

degerlerinde anlamli bir degisim gézlenmemistir (P>0.05) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6lciilen CAT

aktiviteleri
GRUPLAR CAT (umol/ mg protein)
Kontrol 2.06+0.12*
Propolis 1.96+0.14*
Arsenik+Propolis 1.4620.13°
Arsenik 0.80+0.11°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.1.2. Karaciger dokusunda olciillen CAT aktiviteleri

Calisilan karaciger dokularinda CAT aktivitesi, kontrol grubuna gore arsenik ve

arsenik+propolis gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir (P<0.05)

(Cizelge 4.2). Arsenik+propolis grubunun CAT aktivitesi, arsenik grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.2). Propolis grubu

CAT degerleri, arsenik ve arsenik+propolis grubu ile karsilastirlldiginda, istatistiksel

olarak anlamli sekilde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.2). Kontrol ve propolis uygulama
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grubu degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P>0.05)

(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin karaciger dokularinda ol¢giilen CAT

aktiviteleri
GRUPLAR CAT (umol/ mg protein)
Kontrol 45.53+1.45"
Propolis 44.11£1.12°
Arsenik+Propolis 37.83+0.78"
Arsenik 21.49+1.22°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.1.3. Solunga¢ dokusunda ol¢iillen CAT aktiviteleri

Calisgilan hayvanlarin solunga¢ dokularinda CAT aktivitesi, kontrol grubuna gore
arsenik ve arsenik+propolis gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir
(P<0.05) (Cizelge 4.3). Arsenik+propolis ve propolis gruplarinin solungag¢larindaki
CAT aktiviteleri arsenik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde artmistir
(P<0.05) (Cizelge 4.3). Kontrol grubu ve propolis uygulama gruplarinin CAT
aktiviteleri arasinda ise istatistiksel olarak onemli bir fark gozlenmemistir (P>0.05)

(Cizelge 4.3).

41



Cizelge 4.3 Deneyde kullanilan sazanlarin solungag¢ dokularinda dlciilen CAT

aktiviteleri
GRUPLAR CAT (umol/ mg protein)
Kontrol 1.59+0.08"
Propolis 1.56+0.06"
Arsenik+Propolis 1.2620.04°
Arsenik 0.87+0.02°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.2. Cahsma Gruplarmmn Dokularinda Olciilen MDA Diizeyleri

4.2.1. Kas dokusunda 6lciilen MDA diizeyleri

Calisgilan kas dokularinda MDA diizeylerinde, kontrol grubuna goére arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artislar vardir (P<0.05) (Cizelge
4.4). Arsenik+propolis ve propolis gruplar kas dokularinda MDA diizeyleri, arsenik
grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir sekilde azalmistir (P<0.05) (Cizelge 4.4).
Propolis grubu kas dokusu MDA seviyelerinde meydana gelen degisimler kontrol grubu

degerlerine gore dnemli bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6l¢iilen MDA

diizeyleri
GRUPLAR MDA (nmol/protein)
Kontrol 1.13£0.09°
Propolis 1.2540.10°
Arsenik+Propolis 1.85+0.12°
Arsenik 3.29+0.27°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.2.2. Karaciger dokusunda ol¢iilen MDA diizeyleri

Calisilan karaciger dokularinin MDA diizeylerinde, kontrol grubuna gore arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis vardir (P<0.05)
(Cizelge 4.5). Arsenik+propolis ve propolis gruplarinda MDA diizeyleri, arsenik
uygulama grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (P<0.05)
(Cizelge 4.5). Propolis grubu MDA diizeyleri arsenik+propolis grubuna gore
istatistiksel olarak azalmis (P<0.05), kontrol ve propolis uygulama gruplart MDA
seviyeleri ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degismemistir (P>0.05) (Cizelge
4.5).

Cizelge 4.5 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin karaciger dokularinda olciilen MDA

diizeyleri

GRUPLAR MDA (nmol/protein)
Kontrol 0.18+0.02°

Propolis 0.19+0.03¢
Arsenik+Propolis 0.24+0.02°

Arsenik 0.54+0.05"

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade
edilmektedir.
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4.2.3. Solunga¢ dokusunda oélc¢iillen MDA diizeyleri

Calisilan solunga¢ dokular1t MDA diizeylerinde; arsenik ve arsenik+propolis gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig vardir (P<0.05) (Cizelge 4.6).
Arsenik+propolis ve propolis gruplarinda MDA diizeyleri, arsenik grubuna gore anlamli
olarak azalmistir (P<0.05) (Cizelge 4.6). Propolis grubu solunga¢ dokularmin MDA
diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli bir degisim godzlenmemistir

(P>0.05) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin solunga¢ dokularinda 6l¢iillen MDA

diizeyleri
GRUPLAR MDA (nmol/protein)
Kontrol 1.63+0.13°
Propolis 1.79+0.21°
Arsenik+Propolis 2.14+0.18°
Arsenik 2.89+0.23"

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.3. Calisma Gruplarimin Dokularinda Meydana Gelen Histopatolojik Degisimler
4.3.1 Kas dokularmin histopatolojik sonuclar:

Sazan baliklarinda kontrol grubu ve 7 giin siireyle 0.01 ppm arsenik, 10 ppm propolis ve
0.01 ppm arsenik ve 10 ppm propolis uygulamasi sonucu kas dokusunda meydana gelen
histopatolojik degismeler sekil 4.1 ve 4.4.’te gOsterilmistir.

Kas dokularmin histopatolojik analizi yapildiginda; kontrol grubu normal goriiniime

sahip iken (Sekil 4.1), propolis (Sekil 4.2), arsenik (Sekil 4.3) ve arsenik+propolis
(Sekil 4.4) uygulama gruplarinda niikleer proliferasyon tespit edilmistir.
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Sekil 4.2 Propolis grubu kas dokusu kesitlerinde histopatolojik goriiniim, niikleer

poliferasyon (oklar) (HEx100)
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Sekil 4.3 Arsenik grubu kas doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim, niikleer
poliferasyon (oklar) (HEx100)
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Sekil 4.4 Arsenik+propolis grubu kas dokusu kesitlerinde histopatolojik goriiniim,

niikleer poliferasyon (oklar) (HEx100)

46



4.3.2 Karaciger dokularimin histopatolojik sonuclari

Kontrol grubu ve uygulama gruplart (yedi giin siireyle 0.01 ppm arsenik, 10 ppm
propolis ve 0.01 ppm arsenik+10 ppm propolis) pullu sazan karaciger dokularinda

meydana gelen histopatolojik degismeler sekil 4.5-4.12°de gosterilmistir.

Kontrol grubunda bulunan pullu sazanlarin karaciger dokulari normal goriiniime sahip
iken (Sekil 4.5, 4.6), propolis uygulama grubunda yer alan pullu sazanlarin karaciger
dokularinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.7, 4.8) gozlenirken, arsenik
uygulanan grupta konjesyon (Sekil 4.9, 4.10-A), hidrofik dejenerasyon (S$ekil 4.9, 4.10-
B) ve mononiikleer hipertrofi (Sekil 4.9, 4.10-C) dikkat cekmistir. Arsenik+propolis
uygulama grubunda ise konjesyon (Sekil 4.11, 4.12-A) ve hidrofik dejenerasyon
saptanmugstir (Sekil 4.11, 4.12-B).

Sekil 4.5 Kontrol grubu karaciger dokusun histolojik goriiniimii, normal hepatositler
(HEx100)
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Sekil 4.6 Kontrol grubu karaciger dokusun histolojik goriiniimii, normal hepatositler
(HEx200)

Sekil 4.7 Propolis uygulama grubu karaciger doku kesitlerinde normal histopatolojik
goriiniim, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (oklar) (HEx100)

48



Sekil 4.8 Propolis uygulama grubu karaciger doku kesitlerinde normal histopatolojik
goriiniim, mononiikleer hiicre infiltrasyonu (oklar) (HEx100)

Sekil 4.9 Arsenik grubu karaciger doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim;
A-Konjesyon B- Hidrofik dejenerasyon ve C- Mononiikleer hipertrofi
(HEx100)
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Sekil 4.10 Arsenik grubu karaciger doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim
A- Konjesyon B- Hidrofik dejenerasyon ve C- Mononiikleer hipertrofi
(HEx200)

Sekil 4.11 Arsenik+propolis grubu karaciger doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim
A- Konjesyon ve B- Hidrofik dejenerasyon (HEx100)
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Sekil 4.12 Arsenik+propolis grubu karaciger doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim.
A- Konjesyon ve B- Hidrofik dejenerasyon, (HEx200)

4.3.3 Solunga¢ dokularimin histopatolojik sonuclari

Kontrol grubu ve 7 giin siireyle 0.01 ppm arsenik, 10 ppm propolis ve 0.01 ppm arsenik
ve 10 ppm propolis uygulamasi sonucu Cyprinous carpio solunga¢ dokularinda

meydana gelen histopatolojik degismeler sekil 4.13-4.19°da gosterilmistir.

Kontrol grubuna ait hayvanlarin solunga¢ dokulari normal goriiniime sahip iken ($ekil
4.13) propolis uygulama grubunda ise solungaglarda yer yer vakuol olusumunun
meydana geldigi dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.14,4.15). Arsenik uygulama grubunda ise,
solungaglarda vakuol olusumu (Sekil 4.16-A), nekroz (Teleangioectasiae) (Sekil 4.16-
B), sekonder lamellerin u¢ kisminda ¢comaklagma (Sekil 4.16-C), sekonder lamellerde
birlesme ve kisalip kalinlasma (Sekil 4.16-D ve 4.17), kikirdak doku hasan (Sekil 4.17)
ve hatta sekonder lamellerde diizleserek kaybolma (Sekil 4.18) tespit edilmistir.

Arsenik+propolis uygulanmis sazanlarin solunga¢ dokularinda da sekonder lamellerin

kisalip kalinlastigi ve yer yer diizlesmelerin meydana geldigi goriilmesine ragmen,
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arsenige maruz birakilmis grubun solungaclarinda olusan hasara gore bu durumun daha

hafif oldugu saptanmustir (Sekil 4.19).

Sekil 4.14 Propolis grubu solunga¢ dokusunda meydana gelen vakuol olusumlari (oklar)
(HEx40)
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Sekil 4.15 Propolis grubu solunga¢ dokusunda meydana gelen vakuol (oklar) olusumlari
(HEx100)

Sekil 4.16 Arsenik grubu solunga¢ doku kesitlerinde histopatolojik goriiniim A- Vakuol
olusumu, B- Nekroz (Teleangioectasiae), C- Sekonder lamellerinin ucunun
comaklasmasi, D- Sekonder lamellerin diizlesmesi (HEx100)
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Sekil 4.17 Arsenik grubu solunga¢ dokusunda meydana gelen kikirdak doku hasari
(oklar) ve sekonder lamellerin diizlesmesi, (HEx100)

Sekil 4.18 Arsenik grubu dokusunda meydana gelen sekonder lamellerin diizlesmesi
(oklar) (HEx40)
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Sekil 4.19 Arsenik+propolis uygulama grubu solungag¢ doku kesitlerinde histolojik
goriinim (HEx40)

4.3.4 Eritrosit Morfolojisi Sonuclar:

Pullu sazan baliklarinda (Cyprinus carpio) kontrol grubu ve 7 giin siireyle 0.01 ppm
arsenik, 10 ppm propolis ile 0,01 ppm arsenik ve 10 ppm propolis uygulamasi sonrasi
kan dokuda gruplar arasinda eritrosit morfolojileri bakimindan belirgin bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 4.20, 4.23)
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Sekil 4.21 Propolis grubu eritrosit morfolojilerinin goriiniimii (HEx200)
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Sekil 4.22 Arsenik grubu eritrosit morfolojilerinin goriiniimii (HEx200)

Sekil 4.23 Arsenik+propolis eritrosit morfolojilerinin goriiniimii (HEx200)
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4.4 Cahsma Gruplarmm Kas Dokusunda Olciilen Biyokimyasal ve Mikrobiyolojik

Analiz Sonuclari

4.4.1 Biyokimyasal Analiz Sonuclari

4.4.1.1 Laktik asit diizeyleri

Gruplarin kas dokularinda olciilen laktik asit miktarlar1 incelendiginde, kontrol grubuna
gore propolis, arsenik+propolis ve arsenik gruplarinda anlamh artislar oldugu
gozlemlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.7). Arsenik+propolis ve propolis gruplarinda
laktik asit diizeyleri arsenik grubuna gore anlamh sekilde azalmistir (P<0.05) (Cizelge
4.7). Propolis grubu laktik asit diizeylerinde arsenik+propolis grubuna goére anlamli bir
azalma meydana gelirken (P<0.05), propolis grubu laktik asit degerleri ile kontrol grubu

degerleri arasinda anlamli fark gdzlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6lciilen laktik asit

miktarlar
GRUPLAR LAKTIK ASIT (%)
Kontrol 0.242+0,003°
Propolis 0.474+0.006°
Arsenik + Propolis 0.528+0.001°
Arsenik 0.563+0.002"

[a,b,c,d] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.4.1.2 pH

Propolis, arsenik+propolis ve arsenik grubu kas dokusu pH degerleri incelendiginde,
kontrol grubuna gore anlamli azalmalarin meydana geldigi goriiliirken (P<0.05)

(Cizelge 4.8), arsenik+propolis uygulama grubu pH degerinde ise arsenik grubuna gére

anlaml bir azalis gézlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.8). Propolis grubunda meydana
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gelen degisim, arsenik+propolis ve arsenik gruplarina istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6lciilen pH degerleri

GRUPLAR PH

Kontrol 7.21£0.02°
Propolis 6.59+0.02°
Arsenik+Propolis 6.54+0.01°
Arsenik 6.61£0.01

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.4.1.3 TVB-N miktari

Gruplarin kas dokularindaki TVB-N diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna gore
arsenik ve arsenik+propolis uygulama gruplarinda anlaml artiglar goriiliirken (P<0.05)
(Cizelge 4.9), propolis grubunun kontrol grubuna yakin degerde anlamli degisimler
gosterdigi  gozlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.9). Propolis ve arsenik+propolis
gruplarinda TVB-N degerlerine bakildiginda, arsenik grubuna gore anlamli azalislar

oldugu gozlemlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6lciilen TVB-N

miktarlar
GRUPLAR TVB-N (nmol/100g)
Kontrol 0.046+0.001°¢
Propolis 0.050+0.001
Arsenik+Propolis 0.053+0.001°
Arsenik 0.067+0.001*

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.4.1.4 MDA diizeyleri

Gruplarin kas dokularinda MDA diizeylerinin 6l¢iim sonuglart kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda arsenik grubunda anlamli bir artis goriilirken (P<0.05) (Cizelge
4.10), propolis ve arsenik+propolis gruplarinda anlamli bir degisikligin olmadig1
gozlemlenmektedir (P>0.05) (Cizelge 4.10). Arsenik+propolis ve propolis gruplari
MDA diizeyleri, arsenik grubuna gore anlamli sekilde azalmistir (P<0.05) (Cizelge
4.10).

Cizelge 4.10 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda 6l¢iilen MDA

diizeyleri
GRUPLAR MDA Diizeyi (nmol/100g)
Kontrol 3.0420.02°
Propolis 3.03+0.19"
Arsenik+Propolis 3.26+0.26"
Arsenik 4.31+0.35"

[a,b] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.
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4.4.2 Mikrobiyolojik analizler

4.4.2.1 TMAB saymm

Kas dokularinda toplam mezofilik bakteri sayim1 sonucunda; gruplarin TMAB degerleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, arsenik, arsenik+propolis ve propolis gruplarinda
anlamli azalislarin meydana geldigi gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.11). Propolis ve
arsenik+propolis uygulama gruplarinda ise arsenik grubuna gore anlamli azalmalar
gozlemlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.11). Propolis ve arsenik+propolis grubu
karsilastirildiginda; propolis grubunda arsenik+propolis grubuna gore anlamh bir artig

oldugu goriilmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda TMAB sayimi

GRUPLAR TMAB (log CFU/g)
Kontrol 538.33+40.86"
Propolis 332.95+13.68°
Arsenik+Propolis 168.18+6.42°
Arsenik 429.54+3.93°

[a,b,c,d] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.4.2.2 PB sayim

Kas dokusunda psikrofilik bakteri sayimimi yaptigimiz c¢alismamin sonuglart
incelendiginde, propolis, arsenik ve arsenik+propolis uygulama gruplart degerlerinin
kontrol grubu degerlerine gore anlamli olarak azaldigi tespit edilmistir (P<0.05)
(Cizelge 13). Propolis ve arsenik+propolis grubunda ise arsenik grubuna gére anlaml
azalmalar gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 13). Propolis ve arsenik+propolis grubu
karsilagtirildiginda ise anlamh bir degisikligin olmadigi dikkat ¢cekmektedir (P>0.05)
(Cizelge 13).
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Cizelge 4.12 Deneyde kullanilan pullu sazanlarin kas dokularinda PB sayimi

GRUPLAR PB (log CFU/g)
Kontrol 227.63+2.49*
Propolis 20.66+2.75°
Arsenik+Propolis 13.41+1.07¢
Arsenik 118.59+3.08"

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.5 Kan Dokusunun Biyokimyasal Analiz Sonuglari

4.5.1 Metabolitler

Calisilan  biyokimyasal parametrelerde; arsenik+propolis, arsenik ve propolis
gruplarimin albumin, kreatinin ve total protein seviyeleri kontrol grubu degerleri ile
karsilastirlldiginda anlamhi degisikliklerin olmadig saptanmustir (P>0.05) (Cizelge
4.13). Arsenik+propolis uygulama grubu, arsenie maruz birakilmus grup ile
karsilastirildiginda globulin diizeyinde istatistiksel olarak onemli bir artisin meydana

geldigi gozlemlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.13).

Glukoz seviyeleri ele alindiginda; propolis grubu glukoz degerleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir artis gosterirken (P<0.05) (Cizelge 4.13), arsenik ve
arsenik+propolis gruplar1 degerleri ise kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel olarak
onemli bir azalma gostermektedir (P<0.05) (Cizelge 4.13). Propolis grubu glukoz
seviyesindeki artis, arsenik+propolis ve arsenik gruplann ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.13). Arsenik+propolis
grubu glukoz miktarinda, arsenik grubu degerlerine gore anlamli bir artis

gozlemlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.13).

Arsenik+propolis ve arsenik gruplarinda trigliserit, iire ve VLDL degerlerinde kontrol

grubu ile karsilagtirlldiginda, istatistiksel olarak kayda deger bir artis meydana geldigi

goriilmiistir (P<0.05) (Cizelge 4.13). Arsenik+propolis grubu ile arsenik grubu
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karsilastirildiginda, arsenik+propolis grubundaki azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.13). Propolis grubu, arsenik+propolis ve arsenik
gruplart ile karsilastirildiginda, propolis grubundaki anlamli azalmalar dikkat
cekmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.13). Propolis grubu trigliserit, ire ve VLDL degerleri

kontrol grubu diizeylerine yakin bulunmustur (P>0.05) (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13 Deneyde kullanilan sazanlarin kanlarinda 6l¢iilen metabolit diizeyleri

Biyokimyasal Kontrol Propolis Arsenik+Propolis | Arsenik
parametreler

Metabolitler

Albumin 0.86+0.13 [0.88+0.10 |0.92+0.12 0.91 +0.10
(ALB) (IU 1™

Globulin 2.40+0.21° 2354023 [1.97+0.15 1.06 +0.22°
(GLOB) (IU 1)

Total Protein 338+0.62 |[327+0.54 [2.94+0.33 2.38 £0.21
(TP) (IU 1)

Glukoz (IU 1) 128.0+ 1.25° | 137.2 £ 1.79* | 92.50 + 1.70° 75.00 +2.53¢
Kreatinin 020+0.01 [0.19+£0.02 [0.21+0.02 0.23 +0.02
(CK) U 1

Trigliserit (TU 1) 96,14 £2.20° | 99.17 £3.60° | 139.10 £4.10° | 179.14+5.70
Ure IU 1) 420+040° |[4.70+051° [7.25+0.80° 10.21 + 1.20°
Cok diisiik dansiteli | 19.27 + 1.81° | 24.13 £ 2.33° | 34.70 + 3.20° 65.70 + 3.86"
lipoprotein kolesterol

(VLDL) (IU 1)

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama =+ standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.5.2 Elektrolitler

Calisilan gruplarin kan parametrelerinde elektrolit diizeylerine bakildiginda, arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda kontrol ve propolis grubu Ca, P ve Na seviyelerine gore

anlamli bir azalhs goriilirken (P<0.05) (Cizelge 4.14), arsenik+propolis grubunda
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arsenik grubuna gore anlamli bir artis meydana gelmistir (P<0.05) (Cizelge 4.14).
Propolis ve kontrol grubu degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemektedir (P>0.05) (Cizelge 4.14).

K seviyesine bakildiginda; propolis ve arsenik grubunda, kontrol grubuna gore anlaml
degisiklik olmadig1 gozlemlenmistir (P>0.05) (Cizelge 4.14). Arsenik+propolis ve
arsenik gruplan karsilastirildiginda ise arsenik+propolis grubunda istatistiksel olarak

anlamli bir azalis gbzlemlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Deneyde kullanilan sazanlarin kanlarinda 6l¢iilen elektrolit degerleri

Biyokimyasal Kontrol Propolis Arsenik+Propolis | Arsenik
parametreler

Elektrolitler

Ca (Kalsyum) 14.79 +0.86" | 13.20 £ 0.90" | 10.44 +0.79" 9.12 +0.25°
(mmol 1™

P (Fosfor) 11.58 +0.84* | 11.70 £ 0.67" | 9.42+0.35" 6.83 £0.42°
(mmol 1™

K(Potasyum) 1.86+0.09* | 1.78+0.10° |2.30+0.06 2.54 +£0.03"
(mmol 1)

Na (Sodyum) 141.7 £3.80° | 141.5+3.67* | 128.70 + 3.70° 107.6 +7.60°
(mmol 1'1)

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.5.3 Enzimler

Calisilan biyokimyasal parametrelerin gruplar arasindaki degisimleri incelendiginde,
arsenik+propolis ve arsenik gruplarinda ALP ve AML degerlerinin, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak azaldigr goriilmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.15).
Arsenik+propolis grubu arsenik grubu ile karsilastirldiginda ALP ve AML

seviyelerinin arsenik grubuna gore yiiksek olmas1 istatistiksel olarak anlaml
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bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.15). Arsenik+propolis ve arsenik gruplari propolis
grubu ile karsilastirlldiginda, propolis grubu ALP ve AML degerlerinde diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenirken (P<0.05) (Cizelge 4.15),
kontrol ve propolis gruplart arasinda anlamli bir degisim gézlemlenmemistir (P<0.05)

(Cizelge 4.15).

Gruplarin ALT, AST ve LDH seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda anlamli bir artisin oldugu (P<0.05) (Cizelge 4.15),
propolis grubu degerlerinin ise kontrol grubuna yakin oldugu goriilmektedir (P>0.05)
(Cizelge 4.15). Arsenik+propolis ve arsenik gruplarinin ALT, AST ve LDH seviyeleri
karsilagtirlldiginda, arsenik uygulanan gruba gore arsenik+propolis  grubu
degerlerindeki azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.15).
Propolis uygulama grubu ALT, AST ve LDH degerlerinde, arsenik ve arsenik+propolis
uygulama gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (P<0.05)

(Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15 Deneyde kullanilan sazanlarin kanlarinda 6l¢iilen enzimatik parametreler

Biyokimyasal Kontrol Propolis Arsenik+Propolis | Arsenik

parametreler

Enzimler

Alkalen fosfataz 36.10 + 1.17* | 35.80+ 1.20° | 28.75 +1.42° 21.10 = 1.80°
(ALP)(IU 1)

Alanin 28.14+£2.03° | 27.79+1.96° | 42.14 +0.80° 76.10 £2.10%
aminotransferaz

(ALT) IU 1)

Aspartat 261.5+£3.76° |265.7+3.84° [357.10+4.10° 562.10 + 5.90*
aminotransferaz

(AST) (IU T

Laktat ehidrogenaz | 375.2 +6.80° | 392.1 +7.84° |476.8 +7.10° 586.2 +5.60°
(LDH) (IU 1"

Amilaz 93.14 + 1.87" | 89.70 £2.59° | 65.75 +4.17° 27.18 £8.12°
(AML) (IU 1-1)

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.6 Kan Dokusunun Hematolojik Analiz Sonuclar:

4.6.1 Hematolojik parametreler

Deney gruplarinda yer alan hayvanlarin hematolojik parametreleri incelendiginde;
arsenik ve arsenik+propolis gruplart WBC ve agraniilosit seviyelerinde kontrol ve
propolis grubu degerlerine gore anlamli bir artisin oldugu goriilmiistir (P<0.05)
(Cizelge 4.16). Arsenik+propolis grubunda ise arsenik grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir azalis bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.16). Propolis grubu WBC ve
agraniilosit degerlerinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir

degisim meydana gelmistir (P>0.05) (Cizelge 4.16)
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Arsenik ve arsenik+propolis gruplarinda graniilosit, RBC, HB ve HCT degerlerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi goriiliirken (P<0.05) (Cizelge 4.16),
propolis grubunda kontrol grubuna gore onemli bir degisiklik olmamistir (P>0.05)
(Cizelge 4.16). Arsenik+propolis ve arsenik gruplari graniilosit, RBC, HB ve HCT
degerleri karsilastirildiginda, arsenik+propolis grubunda bu parametrelerde istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu goriilmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.16). Propolis
grubunda ise arsenik ve arsenik+propolis gruplarina gore bir artisin gozlenmesi

istatistiksel olarak kayda deger bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16 Deneyde kullanilan sazanlarin kanlarinda 6l¢iilen hematolojik parametreler

Hematolojik Kontrol Propolis Arsenik+Propolis | Arsenik
parametreler

Lokosit (WBC) 8.19 £ 0.48° 8.42+0.33° |10.66+0.41° 13.47 £ 0.32*
Granulosit 92.0+0.11° 89.00 £1.41* | 80.20 +2.60° 59.50 + 1.37¢
Agranulosit 18.0 £0.12° 11.00 + 1.43° | 19.80 +2.63 40.50 + 1.35*
Eritrosit (RBC) 1.68 +0.04" 1.67 £0.03* | 1.26 £0.05" 0.86 +0.05°
Hemoglobin (HB) 9.10 £0.10° 933 £0.18" |8.25+0.21° 7.67 £0.87°
Hematokrit (HCT) 36.02+091° |[362+0.84"° |32.60+0.71° 25.85 +£0.60°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.

4.6.2 Eritrosit indeksleri

Arsenik ve arsenik+propolis gruplarindaki hayvanlarin kanlarinda bulunan eritrosit
indekslerinden MCV ve MCH degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda meydana
gelen artisin istatistiksel olarak 6nemli oldugu gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.17).
Propolis ve arsenik+propolis gruplarinda MCHC degerlerinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli degisikliklerin olmadigi (P>0.05) (Cizelge 4.17), fakat
arsenik grubunda MCHC degerlerindeki artisin diger gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlemlenmektedir (P<0.05) (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17 Deneyde kullanilan sazanlarin kanlarinda dl¢iilen eritrosit indeksleri

Eritrosit indeksleri

Kontrol

Propolis

Arsenik+Propolis

Arsenik

Ortalama Eritrosit

Hacmi (MCV) (u°)

214.40 £2.67¢

216.76 +2.89¢

258.73 +3.11°

304.11 +£3.70°

Ortalama Eritrosit
Hemoglobini

(MCH) (ug)

54.16 £ 1.67°

55.86 + 1.74¢

65.47 +1.92°

90.23 +2.04"

Ortalama Eritrosit
Hemoglobin
Konsantrasyonu

(MCHC) (%)

25.26 + 0.92°

25.77 £ 0.81°

25.30 £ 0.71°

29.67+ 0.62°

[a,b,c] Farkli harflerle gosterilen rakamlar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0.05). Tabloda verilen degerler ortalama + standart hata (n=8) degeri olarak ifade

edilmektedir.
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BOLUM V

TARTISMA

Bu caligmada bir hafta boyunca arsenik (0.01 ppm) ve propolis (10 ppm) uygulamasina
maruz birakilan pullu sazan (Cyprinus carpio)’larin karaciger, solungac ve kas
dokularinda katalaz aktivitesi ile malondialdehit diizeylerinde meydana gelen
degisimler tespit edildi. Ayrica alinan pullu sazan dokularinda histolojik incelemeler de
yapildi. Calisma kapsaminda, balik kas orneklerinde et kalitesi iizerine arsenik ve
propolisin etkilerini tayin etmek amaciyla biyokimyasal (MDA, TVB-N ve laktik asit
miktar1 ile pH degerleri) ve mikrobiyolojik analizler yapilarak elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirildi. Kan 6rneklerinde ise biyokimyasal ve hematolojik
parametrelerin ¢alisilmasinin yani sira, eritrosit morfolojilerindeki degisimler de

incelendi.

Ekosistemde sucul ortamlar o6zellikle toksik kirleticilere karsi c¢ok hassastirlar.
Endiistride ve tarimda kullanilan bazi kimyasallar belirli miktarlarda denizlere ve diger
sucul ortamlara gecerek bu ortamlar kirletip canli ve cansiz ¢evre icin ciddi tehditler
olusturmaktadirlar. Son zamanlarda potansiyel olarak toksik etkiye sahip olan agir
metallerin denizlere ve tath sulara girmesi kiiresel bir problem haline gelmistir [34,92].
Sucul cevrede en cok birikime ugrayan agir metallerden biri de arseniktir. Arsenik;
ppm'den ppb'ye degisen konsantrasyonlarda toprakta, suda ve canli organizmalarda
bulunmaktadir [12]. Sehir sebekesine verilen sularda saglik acisindan iist limit olarak
belirlenen arsenik miktarinin 50 ppb (mikrogram/litre)’den 10 ppb’ye diisiiriilmesinden
sonra canlilarda arsenik birikiminin azaldig1 goriilmekte ve bu azalma ekolojik acidan
biiyiik onem arz etmektedir [93]. Biz de calismamizda bu bilgileri gbéz Oniinde
bulundurarak pullu sazanlara, dogal ekolojik ortamda canlilarin da maruz kalmasi en

muhtemel doz olarak belirledigimiz 0.01 ppm arsenigi uygulamis bulunmaktay1z.

Biyoindikator olarak su kirliliginin izlenmesinde ve besin zinciri yoluyla kirliligin diger
canli sistemler iizerine etkilerinin arastirilmasinda 6nemli bir rol oynayan baliklar, bu
tiir calismalarda bilgi vermesi acisindan sik¢a kullanilmaktadirlar. Ciinkii baliklar sucul

ortamda meydana gelen degisimlere karsi asir1 hassas olduklar1 gibi, cok kisa siirede

69



fizyolojik ve biyokimyasal yanit olusturabilmektedirler. Sucul canlilarin agir metallere
maruz kalmasi sonucu, canlinin fizyolojik birimlerinde agir metal birikimleri meydana
gelmektedir. Bu birikimler canlilarda hidrojen peroksit, siiperoksit radikalleri ve
hidroksil radikalleri gibi oksidatif stres olusturan ROS’larin artisina ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin degismesine sebep olabilen cesitli hasarlara yol

acabilmektedir [34,92].

Viicutta meydana gelen hasarlara cevap veren temel savunma unsurlarindan biri olan
CAT, biitiin biyolojik membranlarin icine girebilen ve reaktif oksijen tiirlerininin
iiretilmesine sebep olabilen H,O,’yi su ve oksijene indirgeyerek canlilan oksidatif
siirecin hasarlarindan koruyabilen bir antioksidan enzimdir [34]. Bu durumda, CAT
aktivitesinde meydana gelen azalmalar H,O, diizeylerinde artiglara sebep olabilmektedir
[94]. Boylece H,0O, diizeylerinin artmasi sonucunda da, bu reaktif maddeler

biyomolekiillere zarar vererek hiicre ve dokularda hasarlara yol agmaktadir.

Palaniappan ve Vijayasundaram’in yaptigi bir calismada; 30 giin boyunca 96 ve 144
pg/L arsenige maruz kalmis juvenil Labeo rohita baliklannin kas ve karaciger
dokularinda arsenigin asit fosfataz, alkalen fosfataz, glutamat piruvat transaminaz ve
glutamat oksaloasetat transaminaz aktiviteleri Olciilmiistiir. Calisma sonucunda,
arsenigin enzim aktivitelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigina vurgu

yapilmistir [92].

Atli ve arkadaglarmin yaptigi diger bir calismada; tathh su baliZi Oreochromis
niloticus’lara 96 saat, farkli konsantrasyonlarda Ag*, Cd*, Cr*®, Cu™ ve Zn™
uygulanmis, baliklarin karaciger, bobrek, beyin, solunga¢ ve bagirsak dokularinin
katalaz aktivitesi l¢iilmiistiir. Karaciger dokusunda Ag** haricinde diger agir metallerin
biitiin dokularda CAT aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir. En yiiksek CAT aktivitesinin
1.0 mg/L Cd**’ye maruz birakilan baliklarda oldugu goriilmiistiir. 0.5 mg/L Ag™ye
maruz kalan canlilarda ise CAT aktivitesinde keskin bir azalis oldugu rapor edilmistir

+25

[34]. Bu calismada solungaclarda ise; Cd*”* ve Cu*nin CAT aktivitesini

etkilememesine ragmen 0,5 mg/L Ag+2’

ye maruz kalan canlilarin CAT aktivitesinde
artis meydana geldigi ifade edilmistir. Bunun yanm sira 1,5 mg/L Cd+6’ya maruziyet

sonucu CAT aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir [34].
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Agir metaller, antioksidan enzimlerin aktivitesini azaltip serbest radikal iiretimini
arttirdigi icin hiicresel membranlarda lipit peroksidasyonun olusumuna yol acarlar.
Baliklarda agir metallerin birikimi sonucu, 6zellikle yag asitlerinin oksidasyonuna
sebep olabilen, hidroksil radikallerinin olusumu ve hidrojen peroksitlerin artis1 ile GSH-
Px ve CAT aktivitesinde azalmalarin meydana geldigi yapilan arasgtirmada rapor

edilmistir [34].

Hiicrelerde meydana gelen membran hasarlar lipit peroksidasyonunun uyarilmasina ve
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin azalmasina neden olur. Bu sekilde hiicre
zarlarinm  yapi  ve  fonksiyonlarimin  bozulmasi, hasarli  dokularda lipit
peroksidasyonunun daha hizli ilerlemesine ve dokulardaki peroksidasyona yatkinligin
artmasina yol acan bu durumlar, antioksidan enzim aktivitelerinin inaktivasyonunun ve
metal iyonlarinin (demir ve bakir) hiicre icinde serbest hale gelmesinin bir sonucudur
[95]. Lipit peroksidasyonun baslamasinda ve ilerlemesinde rol oynayan en OSnemli
faktorlerden biri de ROT’larin artisidir. ROT un hiicre bilesenlerine oksidatif saldirist
sonucu canli sistemlerde bircok hasar olustugu belirtilmistir [96]. Oksidatif stresin
biyolojik indikatorlerinin artisi ve modifikasyonlarin meydana gelmesi, baz1 patolojik
durumlarin tespitinde belirleyici bir rol oynamaktadir [97]. Bu indikatorlerden biri de
lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’dir. MDA’ ’nin konsantrasyonu serbest

radikallerin sebep oldugu toksik siirecle direk iligkilidir [98].

Yapmis oldugumuz calismada, arsenigin karaciger, solunga¢c ve kas dokularinda
olusturdugu toksik etkiden dolayr dokularda CAT aktivitesini diistirdiigii ve lipit
peroksidasyon iiriinii olan MDA’y1 arttirdig1 yoniinde ortaya ¢ikan bulgularimiz yapilan

diger calismalarla paralellik gostermektedir [34,92,98-100].

Kas ve karaciger dokularinin CAT aktivitesinde meydana gelen azalislarin sebebinin,
serbest radikallerin protein sentezini baskilamasindan dolay1 oldugu diisiiniilebilir
[92,100]. Ayrica, dokulara giren H,O, ve tiirevlerinin asir1 derecede artmasindan dolay1

da CAT aktivitesinin diistiigii savunulabilir [34].

Toksik maddelerin hiicrede olusturdugu oksidatif hasarlara kars1 viicudu savunan ve

koruyan sistemler bazen yetersiz kalabilmektedir. Boyle durumlarda bu antioksidan
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sistemlerin toksik ve karsinojenik ajanlara karsi hassasiyetleri artmaktadir. Bu gibi
durumlarda ROT ile indiiklenmis hiicresel hasarlara karsi canlilar1 ve endojen
antioksidan sistemleri koruyan ve onlarin yiikiini hafifleten uygun eksojen
biitiinleyicilere gereksinim duyulmaktadir [101]. Eksojen antioksidanlar arasinda
ozellikle son zamanlarda dogal kaynakli olan iiriinler, bircok arastirici ve arastirma
gruplan tarafindan biiylik ilgi gdrmiistiir. Glinlimiizde, sahip oldugu bir¢ok biyolojik
aktivite ile dikkat ¢eken bu dogal antioksidanlardan biri de calismalarimizda da

kullandigimiz bir ar1 iiriinii olan propolistir.

Kanbur ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada propetamplar’a maruz kalan Wistar
albino sicanlarda propolisin antioksidan etkisi arastirilmis ve 28 giin maruziyet sonunda,
karaciger dokularinda MDA diizeyleri, SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ol¢iilmiistiir.
Gruplarin CAT aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, propetamp grubunda
CAT aktivitesinde anlaml1 azalislar gdzlemlenirken, propolis grubunun kontrol grubuna
yakin degerlerde oldugu bildirilmistir. MDA diizeyleri ise; kontrol grubu ile propetamp
uygulamasina maruz kalan canlilar karsilastirildiginda, propetamp grubunda anlamli
artiglar meydana gelirken, propolis grubunda kontrole gore anlamli degisiklikler
gozlenmemistir. Propetamp ve propolisin her ikisinin de uygulandigi grupta ise

enzimatik parametrelerin kontrol grubuna yakin oldugu ifade edilmistir [48].

Sun ve arkadaslar tarafindan yapilan bir diger calismada ise, propolisin siganlarda C ve
E vitamini ile etkilesimi ve antioksidatif aktivitesi in vivo olarak incelenmis ve
sicanlarda E vitamini yetersizligi ile oksidatif stres olusturularak propolisin iyilestirici
etkisi ~ degerlendirilmistir.  Arastirmacilar, deney sonucunda propolisin bazi
bilesenlerinin kan dolasimina gecgerek bir antioksidan gibi davrandigim ortaya
cikarmiglardir. Aymi c¢alismada, 8 hafta sonunda propolis uygulanan gruptaki
hayvanlarin kalin bagirsaklarinda lipit hidroperoksidasyon konsantrasyonunun énemli

oranda azaldig1 rapor edilmistir [4].

Bir calismada, 1s1 aracilifi ile yamik olusturulan siganlarin plazmasindaki lipit
peroksidasyon ve nitrik oksit diizeyleri lizerine propolisin temel aktif bilesiklerinden
olan kafeik asit fenil etil ester (CAPE)’in etkisi arastirllmistir. Calismada, CAPE

eklenen grupta SOD aktivitesinde azalmalar ©nlenerek [42] ve ksantin oksidaz
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aktivitesi inhibe edilerek ROS iiretiminin tam olarak bloke edilmesi sonucu CAPE’nin
antioksidan etki gosterdigi bildirilmektedir [42,46]. Bunun yani sira, MDA ve nitrik

oksit diizeylerini de diisiirdiigii aym1 ¢alismada rapor edilmistir [42].

Yapmis oldugumuz calismada, arsenik, propolis ve arsenik+propolis uyguladigimiz
canlilarin karaciger, solungag¢ ve kas dokularinin MDA ve CAT degerleri kontrol grubu
ile karsilagtirldiginda, propolis grubu MDA diizeyi ve CAT aktivitesinin kontrol
grubuna yakin degerlerde oldugu gozlenmistir. Arsenik ve arsenik+propolis uygulanan
baliklarin dokularinda CAT aktivitesi, kontrol grubu degerlerine gore anlamli bir
azalma gosterirken, MDA diizeyleri ise artis gOstermektedir. Arsenik+propolis ve
arsenik gruplarinda bulunan hayvanlarin dokularindan elde edilen degerler arasindaki
degisime bakildiginda; arsenik uygulama grubuna gore arsenik+propolis grubunda CAT

aktivitesinde artis meydana gelirken, MDA seviyesinde azalma tespit edilmistir.

Arsenik uygulamasinin yami sira bir antioksidan olan propolisin birlikte uygulandigi
deney grubunda yer alan hayvanlarin dokularinin, arsenigin zararl etkilerine karsi
korunmasinda, ozellikle propolisin igeriginde bulunan flavonoidlerin rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bu etkiyi flavonoidlerin iyi bir H" ve e- vericisi olmasi sebebiyle
gerceklestirebildigi ve bu oOzelligiyle propolisin, hiicresel membranlarin yapisinda
bulunan doymamig yag asitlerini oksidanlara ve lipit peroksidasyonuna kars1 koruyarak,
bir antioksidan gibi rol oynayip arsenigin zararli etkilerini elimine ettigi fikrini akla

getirmektedir [42,102].

Calismalarimiz sonucu elde ettigimiz bulgular, hem arsenigin zarar verici etkilerini
vurgulayan c¢alismalarla [4,43,48] hem de propolisin antioksidan etkilerinin var

oldugunu gosteren arastirmalarla desteklenmektedir [45,48,50].

Sucul ortamlarda meydana gelen agir metal kirliliginin baliklar {izerindeki en 6nemli
gostergelerinden biri de baliklarin kan parametrelerindeki degisimlerdir. Balik
kanlarindaki iire ve kreatinin seviyelerinde meydana gelen degisiklikler, baliklarda
karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda meydana gelen bozukluklarin gostergeleridir
[103,104]. Kolesterol ve trigliserit canlilardaki besinsel durumun, yag ve karbonhidrat

metabolizmalarinin isleyisinin ve metabolizmadaki degisimlerin gosterilebilmesinde
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sitkca kullanilan parametrelerdir. Kandaki kolesterol degerinde meydana gelen
degisiklikler, karacigerde hasarlarin oldugunun ve nefritik sendromlarin meydana
geldiginin bir goOstergesi olarak analiz edilebilmektedir. Trigliserit ise lipit
metabolizmasinin bir gostergesidir ve yiiksek konsantrasyonlar1 nefritik sendromlart ya
da glikojenin depolanmasinda meydana gelen bozukluklarin belirleyicilerinden biri
olabilir. Glukoz diizeylerinin ise yetersiz beslenme durumlarina ya da karaciger
fonksiyon bozukluklarina isaret edebildigi diisiiniilmektedir [103]. AST ve ALT
glukojenik enzimlerdir ve baglica sentez yerleri karacigerdir. Serumda normal
kosullarda bulunmazlar. Enzim sentezinin durmasi ve ortam kosullarina adaptasyon
saglanmasi i¢in enerji gereksiniminin karbonhidrat haricindeki kaynaklardan
saglanmasinin durdurulmasi ile de ALT ve AST degerlerinde degisiklikler meydana
geldigi soylenebilir. Toksik maddelerin ve serbest radikallerin yol actigi hasarlarin
membran biitiinliigliniin etkilenmesine neden olmasinin yam sira, AST, ALT ve LDH
enzimlerinin dogrudan kana salinmasina yol agarak bu enzimlerin diizeyinin kanda
artisina sebep olmasi soz konusudur. Ayrica, AST diizeylerindeki degisimler toksik
etkili kimyasallarin yan1 sira dokularda oksijenin azalmas1 (hipoksi) ve aglik gibi stres
faktorlerinin etkisiyle de meydana gelmektedir. Biitiin bunlarin 6tesinde, serum AST ve
ALT diizeyleri, doku dejenerasyonu ile meydana gelen protein metabolizmasindaki
degisimleri yansitmasi bakimindan da 6nem tasimaktadir. Bununla beraber biitiin bu
parametrelerdeki degisimin, karaciger ve bobregin nekrozisini iceren bir patolojik
durumla iliskili oldugu soylenebilir [104,105]. Inflamasyon, nekrozis ve major
hepatoseliiler hastaliklar plazmadaki ALT ve AST’deki artislarin nedeni olabilir. ALP
seviyesindeki azaliglar ise hipofosfatazemi, hipotiroidizm, agir anemi ve kreatinizim
gibi hastaliklarin bir sonucu olabilir [106]. AST’ler, karaciger ve kas fonksiyonu
bozukluklar1 gibi durumlarda hasarlanmis karaciger hiicrelerinden kacarak plazmaya
gecerler ve plazmada AST seviyesini arttirirlar. Plazma ALT seviyesi ise, karacigerdeki
hasarin gostergesi olarak yaygin sekilde analiz edilen bir enzimdir. Bu enzimin
karacigerde yiiksek miktarda bulunmasi, hiicresel dejenerasyonlardaki artisin bir
gostergesidir. AST, ALT ve ALP konsantrasyonlarindaki degisiklikler canlilarin, agir
metaller gibi cevresel akiimiilasyona ugrayabilen toksik maddelere maruz kalmasindan

dolay1 da meydana gelebilir [99].
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Jen-Lee Yang ve Hon-Cheng Chen’in yaptiklar1 bir calismaya gore; belirli dozlarda (2
mg/L, 4 mg/L, 8 mg/L) galyum’a maruz kalan sazanlarin 28 giin sonra serum
biyokimyasal parametreleri incelediginde, total protein seviyelerinde kontrole gore,
galyum uygulanan gruplarda anlamli bir degisimin olmadigi tespit etmislerdir.
Kreatinin, trigliserit, iire, VLDL ve glukoz seviyelerinde 4 mg/L. ve 8 mg/L’lik
uygulamalarda istatistiksel olarak ©nemli artiglarin oldugu belirtilirken, 2 mg/L’lik
uygulamalarda herhangi anlamli bir degisikligin olmadig1 rapor edilmistir. Uygulama
gruplariin kolesterol seviyelerinde ise kontrole gore anlamli azalislar oldugu

bildirilmistir [103].

Oriin ve Talas’mn gokkusagi alabaliklari iizerine yaptiklari bir ¢aligmada; 2 mg/L Cd*
ve 2 mg/ L Cr** uygulamalar sonrasinda, biyokimyasal ve hematolojik parametreler
incelenmis ve Cd* uygulanan canlilarda iire, total protein, albumin, ALP, ALT, AST
parametrelerinde kontrole gore anlamli artislar oldugu gosterilmistir. Crt uygulanan
gruplarm lre, total protein, albumin, ALT, AST ve ALP seviyelerinde kontrole gore

anlamli artislar meydana geldigi rapor edilmistir [107].

Al-Sayeda ve arkadaglari, yaptigi bir c¢alismada erkek sicanlarda aliiminyumla
indiiklenmis lipit peroksidasyonu ve kan biyokimyasal parametreleri iizerine propolisin
etkilerini incelemislerdir. Erkek sicanlara oral yoldan 70 giin boyunca 34 mg/kg bw
aliminyum uygulanmis ve plazmada AST, LDH, glukoz, iire, kreatinin, total lipit,
kolesterol, trigliserit ve LDL seviyelerinde artis meydana gelirken, total protein,
albumin ve HDL seviyelerinde AlCl; uygulamasi sonucu azalmalarin oldugunu tespit

etmislerdir [99].

Yaptigimiz caligma sonucunda, arsenik toksisitesine maruz kalan canli grubunun serum
metabolit ve enzim degerleri incelendiginde; albumin, total protein ve kreatinin
seviyelerinde kontrol ve propolis gruplarina goére anlaml degisiklikler olmadig: tespit
edilmistir. Diger parametrelere bakildiginda ise, arsenik grubu ALP, amilaz, globulin,
glukoz degerlerinde kontrol ve propolis gruplarina gore anlaml azalislar oldugu, ALT,
AST, LDH, trigliserit, iire ve VLDL degerlerinde ise anlamh artiglar oldugu

gbzlenmistir.
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Kontrol ve propolis gruplarina gore arsenik grubunda; ALP, amilaz, glukoz ve globulin
seviyelerinde meydana gelen degisikliklerin nedeni olarak, arsenigin toksik etkiye sahip
olmas1 ve bu parametreler lizerine azaltic1 etki yapmasiyla metabolizmaya, 6zellikle
pankreas, karaciger ve bobrek dokularina hasar vermesi ile kan degerlerinde azalmalarin
meydana geldigi diisiiniilebilir. Albumin, total protein ve kreatinin seviyelerinde anlamli
degisikliklerin meydana gelmemesinin nedeni olarak da, uygulanan arsenik dozu ve
uygulama siireleri bir faktor olarak diisiiniilebilir. 0.01 ppm arsenik uygulamasina ilave
olarak 10 ppm propolis uygulamasi yapildiginda biyokimyasal degerlerin kontrol ve
propolis degerine yaklastigi gozlenmistir. Bu analiz sonuglarina dayanarak, propolisin

arsenigin hasar verici etkilerini azaltabildigini diisiinmek miimkiindiir [46].

Artrit olusturulmus siganlar iizerine yapilan bir ¢alismada, artritli sicanlara uygulanan
propolisin, ALT ve AST enzimlerinin seviyelerini kismen diisiirdiigli gdzlemlenmis

fakat bu etkinin mekanizmasinin heniiz belirlenemedigi vurgulanmistir [54].

Sadece propolis uygulanan grupta albumin, globulin, trigliserit, iire, VLDL, ALP, ALT,
AST ve LDH degerlerinde kontrole gore anlamli degisiklikler meydana gelmemistir.
Trigliserit, VLDL ve LDH degerlerinde kontrole gore anlamli farkliliklarin
olmamasinin nedeni olarak, propolisin sahip oldugu kan basincini ve lipit seviyesini
diizenleyebilme ozelligi disiiniilebilir [108]. ALP, AST ve ALT degerlerinde
degisikliklerin olmamasi karacigerde herhangi bir hasarin meydana gelmedigini ve buna
baghh olarak tire degerinde de anlamli degisikligin g6zlenmemesi bobrek
fonksiyonlarinda herhangi bir anormalitenin olugmadiginin bir gostergesi olarak
diisiiniilebilir. Kontrol grubuna gore propolis grubunda gozlenen glukoz seviyesindeki
artiglar, propolisin iceriginde bulunan karbonhidrathi bilesenlerin metabolizmaya

katilmasinin bir sonucu olarak diisiinebilir.

Sodyum, klor ve potasyum, diger minerallerle birlikte viicutta elektrik akimini ilettikleri
icin elektrolit adin1 almaktadirlar. Elektrolitlerin viicuttaki fonksiyonlar1 hiicre i¢inde ve
disinda sivi ve asit-baz dengesinin kontroliinii saglamaktir. Sodyum ve klor hiicre
disinda, potasyum ise hiicre iginde calismaktadir. Elektrolitler, sinir ve kas
calismasinda; elektrokimyasal uyarilar1 sinir hiicresi boyunca tasiyarak uyarilarin kasa

iletilmesini saglarlar [109]. Calismamizdan elde edilen elektrolit verilerine bakildiginda,
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arsenik uygulanan canlilarin kan sodyum, fosfor ve kalsiyum degerlerinde kontrol ve
propolis uygulama grubuna goére anlamli azalislar oldugu goriilmekte, potasyum

degerlerinde ise anlamli degisikligin olmadig1 goriilmektedir.

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz verilere gore; kas dokusu ve sinir hiicrelerinde
meydana gelen hasarlar hakkinda fikir edinmek amaci ile karsilagtirilan potasyum ve
sodyum degerlerinin, arsenik ve arsenik+propolis gruplarinda kontrol ve propolis grubu
degerlerine gore farkli yonde degistigi goriilmektedir. Bu karsilagtirmada meydana
gelen farkliligin, arsenik uygulamasinin ortamda oksidatif stres olusturarak
elektrokimyasal iletiler i¢in 6nemli olan sodyum-potasyum iyon dengesini etkiledigi,
dolayist ile kas dokusu ve sinir hiicrelerinde anormalliklerin meydana geldigi
diisiiniilebilir. Bunun yaninda arsenik maruziyetinden dolayi; D vitamini emiliminin
azalmasi sonucu, yapilan analizlerde kalsiyum ve fosfor miktarinda diisiislerin meydana
geldigi goriilmektedir. Arsenik uygulamasi ile etkilenen sindirim sisteminde su kaybinin
artmasiyla birlikte kan basincinda ve kan hacminde onemli diisiisler gozlemlenmektedir
[110]. Bu veriler dogrultusunda, arsenik (0.01 ppm) uygulamasina ek olarak 10 ppm
propolis ilavesi sonucu, arsenigin olusturdugu zararl etkilerin sodyum, potasyum ve

kalsiyum degerleri i¢in hasarlar1 indirgeyici etki yaptig1 sdylenebilir.

Propolisin igerdigi antioksidan oOzellikteki flavonoidler, doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girip temizleyici gorev yaparak karacigeri, kolesteroliin artistyla meydana
gelebilecek harabiyetten koruyabilir. Sonu¢ olarak, karacigerin islevinin normal bir
sekilde devam etmesiyle, hem kolesterol hem de karaciger enzimlerinin degerlerinin
normal diizeylerde kalmasini saglayabilecegi diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda propolis yine
antioksidan ozelligini gostererek radikalleri hiicrelerden uzak tutar ve hiicre zarlarn
biitiinliigiinii koruyarak iyon gecislerinde meydana gelecek hasarlart onleyerek elektrolit
degerlerinin normal seviyede tutulmasin1 miimkiin kilabilir [46]. Calismamizin
sonucglar1 da, propolisin kuvvetli bir antioksidan potansiyele sahip dogal bir iiriin

oldugunun ortaya konulmasinda 6énemli veriler icerdigi sdylenebilir.

Oriin ve Talas’in yaptig1 benzer bir ¢aligmaya gore, kadmiyum ve krom uygulanan
alabaliklarin kanlarinda kalsiyum, sodyum ve klor degerlerinde azalmalar gézlenmistir.

Bu veriler ¢calismamizin sonuglarini da destekler niteliktedir [107].
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Adriana Borges ve arkadaglarinin, farkli dozlarda subletal sipermetrin uygulamasi
sonucu, Rhamdia quelen tiiriiniin serum biyokimyasal ve hematolojik parametrelerinde
meydana gelen degisiklikleri incelemek {izere yaptiklar1 bir calismada, sipermetrin

uygulamasi ile sodyum ve fosfor degerlerinde artiglarin oldugu tespit edilmistir [111].

Diger arastirmacilar tarafindan yapilan bazi calismalarin verileri de, sonuclarimizla

paralellik gostermektedir [99,104,107,108].

Hematolojik parametreler, baliklarin fizyolojik durumlarinin bir gostergesi olmasi
nedeniyle, stres ve hastaliklarin tespitinde kullanilan o6nemli belirteclerdir. Bu
parametreler, toksikolojik calismalarda da siklikla incelenmektedir. Baliklar kan
hiicrelerinin miktarlarim, farkli fizyolojik mekanizmalara karsi, savunma amagl
kullandiklar i¢in standart sabitlere uygun sayida tutmak icin ugrasilar. Organizmalar,
kan indekslerini (RBC, HB ve HCT) kirleticilere ve metabolizmaya hasar veren
maddelere kars1 sekonder cevap olarak kullanabilmektedirler. Diisiik konsantrasyonlu
agir metallere maruz kalmanin sonucunda, cogunlukla savunma hiicrelerinin sayisinda
kisa siireli artiglar gozlenebilir. Baliklarda stres reaksiyonlarinin baslamasina neden olan
faktorler genellikle kimyasal maddelerdir. Balikta stres reaksiyonlari, osmotik
dengesizlik ve iyonik degisimi diizenleyici sistemlerde degisiklikler (6rnegin; kan
pH’sinin diismesi, eritrosit hacmindeki artis ve buna baglh olarak hematokrit yiizdesinde
artiglar) seklinde olmaktadir. Stres altinda kalan canlilarin dalak ve karacigerlerinde
kasilmalarin olmast ile eritrositler organlardan kana karigsmakta ve bu durum

kanda yiiksek HCT diizeylerinin olusumuna yol agmaktadir.

Arsenik grubunda hematolojik parametrelere bakildiginda, toksik etki nedeniyle, 16kosit
ve agraniilosit degerlerinin kontrol ve propolis grubuna goére arttifn goriilmektedir.
Arsenik uygulamasi sonucu Iokosit degerlerindeki artisin nedeni, metabolizmada
hasarlayic toksik reaksiyonlara karsi viicudun savunmaya gecerek direng gostermeye
calismasidir. Agraniilosit degerinin artmasi ise, herhangi bir organda ¢ok hizli ilerleyen
bir enfeksiyonun gostergesi olarak diisiiniilebilir. Graniilosit, eritrosit, hemoglobin ve
hematokrit degerlerinde meydana gelen azalmalarin ve MCV, MCH ve MCHC
degerlerindeki artisin nedeni olarak toksik etki ile meydana gelen stres sonucu

karacigerin zarar gérmesi ve bu nedenle kan hiicrelerinin iiretilememesinden dolay1
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anemi durumlarinin olustugu diisiiniilebilir. Arsenik doz grubuna ek olarak 10 ppm
propolis uygulanmasi sonucu hematolojik incelemelerin kontrol ve propolis grubu
degerlerine yaklastig1 goriilmiistiir. Bu verilere dayanarak cesitli besinsel bilesenlerinin
yan1 sira propolis iceriginin demirce zengin yapisiyla da terapotik etki gostererek anemi
durumunu giderdigi, ayrica icerigindeki antioksidanlarla pH diizeylerini ve ozmotik
dengeyi diizenledigi icin hematolojik degerlerin kontrol ve propolis grubuna yaklastig

diistiniilebilir.

Literatiirde bulunan bazi ¢aligmalarin sonuglar1 da bizim bulgularimizi destekler nitelik

gostermektedir [109,112-114].

Baliklar, ekolojik kirliligin derecesini gosterebilen canlilar olmalarinin yaninda insan
diyetinde de 6nemli bir yer tutmaktadirlar. Bu nedenle balik etinin tiiketim sirasindaki
kalite ve tazeligi de biiyiilk onem tagimaktadir. Bu nedenle calismamiz sirasinda hem
balik etinin tazeliginin bir gostergesi olarak hem de kas dokusunun yapisal
kompozisyonlarinin indikatorleri olarak sik¢a kullanilan laktik asit, pH, TVB-N, MDA
gibi biyokimyasal parametreler arastiritlmis ve mikrobiyolojik analizler (TMAB, PB)
yapilmistir.

Balik etinin arsenik ve arsenik+propolis grubunda laktik asit seviyelerinin, kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Stres durumunda, uzun siireli ve hizli kas
aktivitesi gosterildiginde, ortamdaki oksijen miktar1 yetersiz kalacagindan ihtiyag
duyulan enerjiyi elde etmek i¢in, oksijen kullanilmayan bir yol olan glikolizis ile
glikojen parcalanip laktik asite doniistiiriilmekte ve sonucta kas dokuda laktik asit
miktarinda artis gozlenmektedir [116]. Arsenik grubunda ise, agir metallerin toksik
etkisinden dolay1 olusan kirlilikle ortamda oksijen miktar1 azalmaktadir. Bu ortamda
canliliklar yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmeleri icin kisith oksijen diizeyleri ile
az enerji iireten metabolik yollara girerler ve bunun i¢in de karbonhidratlar1 sindirerek
metabolizmadaki laktik asit seviyesinin artmasina neden olmaktadirlar. Ayrica laktat ve
piriivatin birbirlerine doniisiimiinii iki yonlii olarak kataliz eden LDH enziminin artis1 da
ciddi kas travmalarina ve kas anomalilerinin olusumuna yol a¢maktadir. Deney
sonuclarimizda arsenik uyguladigimiz grupta bu enzimin kanda yiiksek diizeyde

goriilmesi laktik asit metabolizmasinda bir artisin gostergesi olarak diisiiniilebilir.
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Arsenigin suda ve sucul organizmalarda olusturdugu bu biyokimyasal etkileri ile baligin
et kalitesinde ve tazeliginde istenmeyen olusumlar meydana getirdigi saptanmistir.
Arsenik+propolis grubu degerlerinin arsenik grubuna gore, kontrol ve propolis grubu
degerlerine daha yakin cikmasinin sebebi ise; propolis ilavesi sonucu, ortamdaki
arsenigin propoliste bulunan CAPE’ler vasitasiyla selatlanarak baglanmasiyla [50]
sudaki oksijenin azalmasit engellenip su kirliligi Onlenerek, oksijenli sartlarda
gerceklesen daha yiiksek enerji verici metabolik yollar tercih edilip laktat olusumunun

engellenmesidir.

Gruplarin kas dokularindaki TVB-N miktarlar1 karsilastirildiginda, arsenik grubunda
arsenik+propolis, propolis ve kontrol grubuna gbére anlamli artis oldugu
gozlemlenmistir. Bu artigin, arsenigin biyomolekiillere karsi olusturdugu toksik etki
nedeni ile proteinlerin ve niikleik asitlerin yikimia yol a¢cmasi ve yapilarindaki

azotlarin serbest hale gecmesinden dolay1 oldugu diistiniilmektedir.

Stres diizeyinin bir gostergesi olan pH degerlerindeki degisiklikler incelendiginde,
arsenik grubunda diger uygulama gruplarina gore anlamli artiglarin olmasinin nedeni
ise; arsenik gibi toksik maddelere maruz kalma sonucunda meydana gelen stres ile
kaslarda fazla miktarda laktik asit birikmesi sonucu kaslarda olusan bu laktik asit
glukoneogenez ile tekrar metabolizmaya katilir ve bu sekilde laktik asitin kaslardan

metabolizmaya girmesi ile kas pH’s1 yeniden yiikselir.

Arsenik uygulanan canlilarin MDA diizeylerindeki artisin temel sebebi, agir metallerin
toksik etkisinden dolayr membranda lipit peroksidasyonun basglatilmasi ve sonugta
peroksidasyon iiriinlerinin artisinin  gergceklesmesidir. Bu tiir hiicresel bozulum
reaksiyonlarinin kas dokularinda meydana gelmesi, o©zellikle balik eti yapisinin
bozulmasi ve tazeliginin olumsuz etkilenmesi ile sonuc¢lanmaktadir. Arsenik+propolis
grubu degerlerinin kontrole yakin olmasi ise, arsenik hasari sonucu meydana gelen
peroksidasyonu baglatan serbest radikal iiretiminin antioksidan Ozellikteki propolis

tarafindan engellenmesinin sonucudur.

Farkli arastirma gruplart tarafindan yapilan benzer c¢alismalarin sonuglart da

calismalarimizin verilerini destekler durumdadir [116-120].
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Baliklarin mikrobiyal kontaminasyonu; baliklarin bakim siirecinde yetistirildikleri
ortamda ve Ozellikle buzdolabinda saklanmasi esnasinda onem arz etmektedir. Clinkii
taze balik solungaglarinda ve sindirim sistemi organlarinda ¢ok miktarda bakteri
icermektedir. Bu nedenle mikrobiyal bozulumun gerceklesmesi olayinda balik eti

yiiksek bir potansiyele sahiptir [117].

Yaptigimiz calismada arsenik agir metali uygulamasinin, baliklarin = dogal
mikroflorasinda bulunan mezofilik ve psikrofilik bakteriler iizerinde iiremeyi durdurucu
etkileri gozlenmistir. Arsenik, bakterilerde iiremeyi durdurucu etki yaparken aymi
zamanda bakterinin yasadigi canlinin doku ve organlarina da metabolik zararlar
vermekte ve et kalitesini diistirmektedir. Ancak dogal bir antimikrobiyal ajan olan
propolisin etkisi, arsenikten daha da fazladir ve bu etkiyi canli metabolizmasina zarar
vermeden gostermektedir. Arsenik+propolis grubunda ise; iiremeyi durdurucu etki,
arsenik ve propolisin birlikte sinerjik etki gostererek mezofil ve psikrofilik bakteri
say1sini istatistiksel olarak onemli diizeyde azaltmistir. Ayn1 zamanda arsenigin viicutta
olusturdugu hasarlar uygulanan dogal antiinflamatuvar ve antimikrobiyal ajan olan
propolisle aza indirgenmistir ve boylelikle balik etinin kalitesi ve tazeligi korunmusg

olur.

Propolis antimikrobiyal etkisini, 6zellikle yapisindaki kafeik asit ve kafeatlar gibi en
onemli bilesenleri araciligi ile gosterir. CAPE’nin immiinomodiilator etki gostererek
gram (+) bakteri enfeksiyonlaria kars1 profilaktik olarak etkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica propolisin yapisindaki sinamik asitin bakterilerdeki glukozil transferaz
enziminin aktivitesini baskilamasi ile o©zellikle dis c¢iiriimelerine yol agan
mikroorganizmalar i¢in antimikrobiyal etki gostermektedir. [46,120]. Elektron
mikroskobik ve mikrokalorimetrik yontemlerle yapilan calismalara gore, propolisin
antimikrobiyal etkisini hiicre boliinmesini ve bakteri hiicre duvart olusumunu
engelleyerek olusturdugu diistiniilmektedir [46]. Calismalarimiza benzer nitelikteki bazi

arastirmalar, analiz sonuglarimizi desteklemektedir [41,46,49,50,117,122,123].

Cesitli inorganik ve organik endiistriyel ve evsel atiklar cevrede kirlilige yol
acmaktadir. Parcalanamayan agir metaller, cevresel devamliliga ve biyolojik birikim
potansiyeline sahip olduklart i¢in sucul ortamlar icin oldukca zararli maddelerdir. Bu

nedenle bulunduklar1 ortamlarda yasayan canlilarin dokularinda histopatolojik
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degisimlere yol a¢cmaktadirlar [95]. Solungaclar gaz degisimi, iyon diizenlenmesi ve
metabolik atik iiriinlerin bosaltiminin saglandigi temel yapilar olmasindan dolayi,
baliklar icin kritik organlardir. Genis yiizey alamyla dis ¢evreye agilan solungaclar,

ayn1 zamanda sucul kirleticiler icin ilk hedeftir [122].

Yaptigimiz calisma sonucunda, arsenigin toksik etkilerine maruz kalan solungac
dokularinda sekonder lamellerde birlesmelerin ve kisalip kalinlagmalarin olmasi, hiicre
kayiplarinin meydana gelmesi, vakuol olusumu, nekroz (Teleangioectasiae), sekonder
lamel uclarinin ¢omaklasmasi, sekonder lamellerin birlesmesi ve diizleserek
kaybolmasi, kikirdak doku hasar1 gibi histopatolojik degisimlerin meydana geldigi
goriilmiistiir. Solungac dokularinda meydana gelen bu hasarlarin nedeni olarak,
solungaglarin dis ortamla direk etkilesim halinde olmasi diisiiniilebilir [124]. Propolis
uygulanan grupta ise yer yer vakuol olusumunun oldugu goriilmiistiir. Hem propolis
hem de arsenik uygulanan grupta sekonder lamellerin kisalip kalinlastigi ve yer yer
diizlesmelerin oldugu goriilmesine ragmen, arsenigin tek basina kullanildig1 gruba gore
daha hafif hiicre hasar1 gozlenmistir. Arsenik+propolis grubunda daha az hasar
goriilmesi, propolisin doku biitiinliigiinii koruyarak ve arsenik {izerine selat yapici
etkisini kullanarak radikal olusumu engelleyip oksidatif hasar1 en aza indirgeyebilmesi

ile aciklanabilir.

Viicutta biyotransformasyonun gergeklestirildigi ve metabolik depolama isleminin
yapildig1 organ karacigerdir. Onemli bir besinsel degere sahip olan, icinde insanlarin da
bulundugu bircok canli tarafindan tiiketilen ve bu nedenle kalitesinin ve tazeliginin
korunmasi olduk¢ca ©nemli olan balik kas dokusu, maruz kaldigi ortamda agir
metallerden 6nemli derecede etkilenebilmektedir. Yaptigimiz caligmada karaciger ve
kas dokularinda yapilan histolojik calismalar sonucunda arsenik uygulanan canlilarin
kontrol grubu kas dokulari normal goriiniime sahip iken, propolis, arsenik ve
arsenik+propolis gruplarinda niikleer proliferasyon tespit edilmistir. Karaciger
dokusunda ise yine kontrol grubu normal goriiniime sahip iken, propolis grubunda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, arsenik grubunda konjesyon, hidrofik dejenerasyon ve
mononiikleer hipertrofi, arsenik+propolis grubunda dokularinda konjesyon ve hidrofik
dejenerasyon gozlemlenmistir. Sazanlarin arsenik agir metaline maruz kalmalar1 sonucu

lipit peroksidasyonu {iiriinii olan MDA diizeyinde meydana gelen artiglar ve antioksidan
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sistemin Onemli bir enzimi olan CAT aktivitesindeki azalmalar hiicre biitiinliigiiniin
bozulmasina yol acarak doku yapisinda histopatolojik degisimleri olusturabilecegi
diisiiniilmektedir. Kronik arsenik maruziyetinin olusturdugu sonuglar, farkh
arastirmacilar tarafindan gézlemlenmis ve bu maruziyetin sonuglar1 farkli boyutlarda
degerlendirilmistir. Kronik maruziyet sonucu dokularda meydana gelen patolojiler;
arsenigin viicutta olusturdugu toksik etkiden dolayr karaciger ve kas dokularinda
bulunan asit fosfataz, alkalen fosfataz, glutamat, piriivat, transaminaz ve glutamat
oksaloasetat transferaz seviyelerine etki etmesinden kaynaklanmaktadir. Bu enzimlerde
meydana gelen bozukluklar doku biitiinliigiinii bozmakta ve arsenige maruz kalan

dokularda histopatolojik hasarlar olusturmaktadir [100].

Arsenik+propolis grubunda arsenik grubuna gore daha az histolojik hasara rastlanmasi,
propolis icerigindeki major flavonoidlerin, kuersetinin, diger flavonoidlerin, E vitamini
ve histidinin doku yenilemesini hizlandirmasinin yani sira, radikalleri temizleme
ozelligiyle de doku biitiinliigiinii koruyucu ve yenileyici etki yaparak hasarlar1 en aza
indirgedigi disiiniilmektedir [46]. Diger arastirmacilar tarafindan yapilan bazi

calismalarin bulgular ¢calismamizin sonuglarina yakin niteliktedir [1,8,124-128].

Agir metallerin eritrosit morfolojileri iizerine olumsuz etkiler yaptigi bilinmektedir.
Buna bagh olarak gruplarimizin eritrosit morfolojisinde gerek arsenik grubunda gerekse
arsenik+propolis ve propolis grubunda herhangi bir degisiklik gozlemlenmemistir. Bu
durumun arsenik dozunun canlilardaki eritrosit morfolojileri {izerinde kronik bir etki
olusturmamasindan ya da maruziyet siiresinin hasara neden olacak kadar uzun siireli

olmamasindan kaynaklandig diisiiniilebilir.

Yang ve arkadaslarinin sazanlarda biyokimyasal parametreler ve eritrosit morfolojileri
iizerine galyumun etkilerini inceledigi bir ¢alismada; sazanlara 2.0, 4.0 ve 8.0 mg I
galyum uygulanmis ve 28 giin maruziyet devam etmistir. Calisma sonrasi incelemelerde
yiiksek miktarda galyuma maruz kalan (4.0 ve 8.0 mg I') baliklarin eritrosit
morfolojilerinde eritrositlerin dis yapilarinda bozulma ve sitoplazmalarim1 kaybetme
stirecine girdigi gozlemlenmistir [103]. Sonuglarimizda arsenigin eritrosit morfolojileri
iizerinde belirgin bir degisiklik olusturmamasinin nedeni olarak uygulanan agir metalin

tiirliniin, maruziyet siiresinin ve dozunun farkli oluslar diisiiniilebilir.
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Calismamizda, yasadigi sucul ortamlarda agir metale maruz kalan ve insan diyeti i¢in
Oonemli bir kaynak olmakla beraber ekosistemde meydana gelen farkliliklardan ilk sirada
etkilenen canlilardan biri olan sazan balig1 materyalini kullanarak, propolisin dogal bir
antioksidan olarak bu hasarlar1 en aza indirgedigini vurgulamak istedik. Ciinkii sucul
ortamlara giren agir metaller hem sucul canlilar icin hem de sucul canlilar tiiketen diger
canlilar i¢in biiylik tehlike arz etmektedir. Giiniimiizde bilim adamlari, ekosistemde
meydana gelen olumsuzluklarn gerek ekolojik dengeyi korumak adina, gerekse
kullandiklar1 dogal olmayan maddelerin beklenmeyen zararh etkilerini ve dogadaki
olast biyobirikimlerinin baska bir soruna neden olmamasi adina artik daha dogal
yollarla bu olumsuzluklar1 6nleme ve giderme arayigina girmislerdir. Bu bilgileri goz
Oniinde bulundurarak icerigindeki antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve
terapotik ozellikler gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin, oOzellikle
flavonoiler ve CAPE’lerin bu hasar giderici etkiyi yapabilecegine dikkat cekmek
istedik. Biz de bu bilgiler 1s181nda, arsenik ile indiiklenen sazan baliklarinda propolisin
hematolojik, biyokimyasal, mikrobiyolojik ve histolojik degisimler iizerine etkisini
arastirmis bulunmaktayiz. Sonuglarimizda da goriilmektedir ki; belli dozda uygulanan
propolisin agir metallerin hasar verici etkilerini en aza indirgedigi ve canh
metabolizmasim1 zarar verici etkilerden korumada ©nemli bir rol oynadigini
sOyleyebilmek miimkiindiir. Ancak propolis ve propolis icerigindeki bilesenlerin farkl
cografik alanlarda ve bitki ortiilerinde c¢esitlilik gostermesi itibariyle, propolisin
gosterdigi biyolojik aktiviteler ve etkiler de buna bagh olarak degisebilmektedir. Fakat
oran olarak, propolis bilesenleri her ne kadar degiskenlik gosterse de igerigindeki aktif
maddelerin etkisi cok bilyiik farkliliklar arz etmemektedir. Ozellikle temel
biyoflavonoidlerin propolisin antioksidan, terapdtik ve antimikrobiyal ozelliklerini
gostermesinde biiyiik katkist oldugu tarafimizca yapilan calismalarda da sazanlar
tizerinde arsenikle olusturulan toksik etkinin giderimi sonucu saptanmis olmaktadir. Bu
calisma sonucunda elde edilen verilerin, gelecekte de devam edecek olan cesitli dogal
terapdtiklerin farkli canli gruplart 6zellikle sucul organizmalar iizerine etkilerinin
gozlenmesinde yapilacak olan bircok arastirma ve arastirmaci icin de yol gosterici

nitelikte olabilecegi diistiniilmektedir.

84



KAYNAKLAR

[1] Murphy, R.C., Free-radical-induced oxidation of arachidonoly plasmalogen
phospholipits: antioxidant mechanism and precursor pathway for bioactive eicosanides,
Chem. Res. Toxicol., 14, 463, 2001.

[2] Ozmen, H., Su kirliligini kimyasal olarak belirleme yontemleri ve Kkirlilik
parametreleri, tarim ve koy isleri bakanligi koruma ve kontrol genel miidiirliigii su
kirliligi hizmet i¢i egitim semineri notlari, Elazig, 175- 182, (12-14 Mayis) 1998.

[3] Strmach, M. and Braunbeck, T., Isolated hepatocytes of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) as a tool to discriminate between differentley contaminated
small river system, Toxicol. In Vitro, 14, 361- 377, 2000.

[4] Lendhardt, M., Seasonal changes in some blood chemstry parameters and in relative
liver and gonad wieghts of pike (Essox lucius) from River Danube, J. Fish Biol., 40,
709-718, 1992.

[5] Arda, M., Baliklarda bakteriyel, mantar, viral ve ekolojik nedenlerden ileri gelen
hastaliklar ve tedavileri, Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Yayinlari, Ankara,
300, 1974.

[6] Eraslan, G., Kanbur, M. ve Silici, S.. Evaluation of propolis effects on some
biochemical parameters in rats treated with sodium xuoride. Pesticide Biochemistry and
Physiology, 88, 273-283, 2007.

[7] Blaxhall, P.C. and Daisley, K.W., Routine haematological metods for use with fish
blood, J. Fish Biol., 5, 771-781, 1973.

[8] Landis, G.W. and Yu, M.H., Heavy Metals, Environ. Toxicol., Lewis Pub., USA.
171, 1999.

[9] Kathryn, R.M., Robert, P.C. and Rebecca, A.J., Methylmercury and omega-3 fatty
acids: co-occurrence of dietary sources with emphasis on fish and shellfish.
Environmental Research, 107, 20-29, 2008.

[10] Catla, M. ve Girgin, A., Agir metallerin baliklar iizerindeki etkileri, T.C. Tarim
Orman ve Koy Isleri Bakanh@g Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii Su Kirliligi
Hizmet i¢i Egitim Semineri, Elaz1g, 151-157, Mayzs, 1998.

[11] Kahvecioglu, 0., Kartal, G., Giiven, A. ve Timur, S., Metallerin Cevresel Etkileri-
I, www.metalurji.org.tr, Nisan, 2004.

[12] Yagmur, F. ve Hanci I. H., Arsenik, Sted, 7, 250, 2002.

85



[13] Rodriguez, V.M., Jiménez-Capdeville, M.E. and Giordano, M., The effects of
arsenic exposure on the nervous system, Toxicology Letters, 145, 1-18, 2003.

[14] Villa-Lojo, M.C., Alonso-Rodri’Guez, E., Lo Pez-Mahia, P., Muniategui-Lorenzo,
S. and Prada-Rodr1’Guez, D., Coupled high performance liquid chromatography—
microwave digestion—hydride generation—atomic absorption spectrometry for inorganic
and organic arsenic speciation in fish tissue, Talanta, 57, 741-750, 2002.

[15] Abja, P.M. and Albertini, R., Methods for monitoring oxidative stress, lipid
peroxidation and oxidation resistance of lipoproteins, Clinica Chemia Acta, 306, 1-17,
2001.

[16] Mayne, S.T., Antioxidant nutrients and chronic disease: use of biomarkers of
exposure and oxidative stress status in epidemiological research, J. Nutr, 133, 933- 940,
2003.

[17] Bergendi, L. Benes, L., Duraekova, Z. and Fereneik, M., Chemistry, physiology
and pathology of free radicals, Life Sciences, 65, 1865-1874, 1999.

[18] Merker, K. and Grune, T., Proteolysis of oxidised proteins and cellular senescence,
Exp Gerontol, 35, 779-786, 2000.

[19] Lam, C.W., Free radicals, nutritional anti-oxidants and trace elements, Adapted
from Dr Mano Arumanayagam’s Lecture Notes, 2000.

[20] Budak, S., Acar, T., Karakayal, S., Pasaoglu, H., Acikgoz, S., Demirbas, B. ve
Aydin, R., Akut batinlarda peritoneal sivida malondialdehit (MDA) diizeyi 6l¢iimdi,
Ulusal Travma Dergisi, 8, 22-25, 2002.

[21] Deaton, C.M. and Marlin, D.J., Exercise associated oxidative stres, Clinical
Tecniques in Equine Practice, 2, 278-291, 2003.

[22] Beckman, JS., Chen, J., Ischiropoulos, H. and Crow, J.P., Oxidative chemistry of
peroxynitrite. Meth Enzymol, 40, 229-233, 1994.

[23] Meotti, F.C., Stangherlin, E.C., Zeni, G., Nogueria, C.W. and Rocha, J.B.T.,
Protective role of arkyl diselenides on lipid peroxidation, Enciron. Res., 94, 276-282,
2004.

[24] Erden, M., Serbest radikaller. T. Klin. T1p Bilimleri Dergisi, 12, 201-207, 1992.
[25] Kumbul, K., Deneysel intestinal iskemi ve reperfiizyon modelinde caffeic acid
phenethyl ester’in akciger hasarmi onlemedeki etkinligi, Siilleyman Demirel Universitesi

Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali. Uzmanlik Tezi, Isparta, 2007.

86



[26] Di Mascio, P., Singlet molecular oxygen production in the reaction of peroxynitrite
with hidrogen peroxide, FEBS Letter, 355, 287-289, 1994.

[27] Halliwell, B. and Gutteridge, J.M.C., Free radicals in biology and medicine. Third
Edition, Oxford University Pres, UK, 1999.

[28] Keha, E. ve Kiifrevioglu, O.1., Enzimler, Biyokimya Kitabi, Derya Yayinevi,
Trabzon, 2, 89, 1993.

[29] Cimen, C., Oter, C., Demir, H. ve Savran, A., Rat eritrositlerinden elde edilen
katalaz enziminin karekterizasyonu ve kinetiginin incelenmesi, Yiiziincii Yil
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 16, 15-20, 2005.

[30] Alvying, A., Carson, P., Flanagan, C.L. and Ickes, C., Enzymatic deficiency in
primaquin-sensitive erythrocytes. Science, 14, 484-485, 1956.

[31] Halliwel, B., and Gutteridge, J.M.C., Free radicals in biology and medicine, 2nd
Clarendon Pres., Oxford, 1989.

[32] Ohno, H., Matsuura, N. and Ishikawa, M., Serum Mn-SOD in patients with
diabetes mellitus and thyroid dysfunction as judged by an ELISA. Horm. Metab. Res.
23, 449-451, 1991.

[33] Sugawara, M. and Kita, T., Deficiency of superoxide dismutase endemic goiter
tissue. J. Clin Endoc and Metabol. 67, 1156-1161, 1988.

[34] Atli, G., Alptekin, 0., Tiikel, S. and Canli, M., Response of catalase activity to
Ag', Cd*, Cr™, Cu** and Zn®" in five tissues of freshwater fish Oreochromis niloticus,
Comparative Biochemistry and Physiology, 143, 218-224, 2006.

[35] Demir, H., Alkan, S. ve Savran. A., Sigir karacigerinden saflastirilan katalaz
enzimi iizerinde baz1 ilaglarin inhibisyon kinetiginin incelenmesi, XVIII. Ulusal Kimya
Kongresi, Kars, 500, 2004.

[36] Demir, H., Akkoyun, H.T., Cimen, C. ve Celik, I., Insan eritrositlerinden ve rat
eritrositlerinden katalaz enzimi aktivitesi iizerinde baz1 ilag¢ ve antibiyotiklerin (in vivo)
inhibisyon kinetiginin incelenmesi. XVII. Ulusal Biyoloji Kongresi, Cukurova
Universitesi, 21-24 Haziran, Adana, 2004.

[37] David, M., Munaswamy, V., Halappa, R. and Marigoudar, S. R., Impact of sodium
cyanide on catalase activity in the freshwater exotic carp, Cyprinus carpio (Linnaeus),.

Pesticide Biochemistry and Physiology, 92, 15-18, 2008.

87



[38] Wheeler, C.R. and Salzman, J.A., Automated assay for superoxide dismutase,
catalase, glutathione peroxidase and glutathione reductase activity. Anal Biochem. 184,
193-199, 1990.

[39] Eroglu, H.E., Tatlisen, A. ve Ozkul, Y., Mesane kanserli doku kiiltiirlerindeki
mikronukleous iizerine propolis ve mitomisin-c’nin etkileri. Erciyes Universitesi Saglik
Bilimleri Dergisi (E.U.Journal of Health Sciences), 13, 15-20, 2004.

[40] Chu, W.H., Adjuvant effect of propolis on immunisation by inactivated Aeromonas
hydrophila in carp (Carassius auratus gibelio), Fish and Shellfish Immunology, 21,
113-117, 2006.

[41] Marcucci, M.C., Propolis: chemical composition, biological properties and
therapeutic activity, Apidologie, 26, 83-99, 1995.

[42] Seven, 1., Aksu, T. ve Seven P.T., Propolis ve hayvan beslemede kullanimi.
Yiiziincii Y11 Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 18, 79-84, 2007.

[43] Girgin, G., Baydar, T., Tiiylii, A.O., Sorkun, K., Salih, B. ve Sahin, G., Effect of
various propolis on erythrocyte superoxide dismutase and catalase activities: A
preliminary study. Abstracts/ Toxicology Letters, 164, 138, 2006.

[44] Kumova, U., Korkmaz, A., Avci, B.C. ve Ceyran, G, Onemli bir ar iiriinii:
Propolis, Uludag Aricilik Dergisi, 10-23, Mayis, 2002.

[45] Burdock, G. A., Review of the biological properties and toxicity of bee propolis
(Propolis). Food and Chemical Toxicology, 36, 347-363, 1998.

[46] Hepsen, LF., Tilgen, F., Er, H., Propolis: tibbi 6zellikleri ve oftalmolojik kullanimu,
Turgut Ozal Tip Merkezi Dergisi, 3, 386-391, 1996.

[47] Biray, C., Giindiiz, C., Yilmaz, B., Sahin, F. ve Topcuoglu, N., Propolis ve etken
maddeleri olan kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve sinamik asitin, insan T hiicreli akut
lenfoblastik l16semi hiicre dizisi (CCRF-CEM)’de sitotoksik ve apoptotik etkinliginin
degerlendirilmesi. Ege Tip Dergisi, 45, 83-92, 2006.

[48] Kanbura, M., Eraslana, G. and Silici, S., Antioxidant effect of propolis against
exposure to propetamphos in rats, Ecotoxicology and Environmental Safety, 72, 909-
915, 2009.

[49] Burak, M. ve Cimen, Y., Flavonoidler ve antioksidan ozellikleri. Klinik Tip
Bilimleri Dergisi, 19, 296-304, 1999.

88



[50] Geckil, H., Ates, B., Durmaz, G., Erdogan, S. and Yilmaz, I., Antioxidant, free
radical scavening and metal chelating characteristics of propolis. American Jounal of
Biochemistry and Biotechnology. 1, 27-31, 2005.

[51] Ozyurt, B., Ozyurt, H., Atis, O., Akbas, A., Yilmaz, H.R. and Sogiit, S., Deneysel
olarak olusturulan akciger fibrozisinde E vitamini ve kafeik asit fenetil esterin akciger
bazi metabolik enzimlere etkisi. Tip Arastirmalar1 Dergisi, 4, 14-18, 2006.

[52] Kaynak Propolis: http://www.tarimsalpazarlama.com/makale.php?idii8303. 26
Aralik 2008 Cuma.

[53] Kujumgiev, A., Tsvetkova, 1., Serkedjieva, Y., Bankova, V., Christov, R. and
Popov, S., Antibacterial, antifungal and antiviral activity of propolis from different
geographic origin, J Ethnopharmacol, 6, 235-240, 1999.

[54] Kaynak propolis: http://www.hekimce.com/index.php?kiid=240, 12 Aralik 2008.
[55] Erdemli A.U., Balik biyolojisi ve balik eti parametreleri, Ders Notlari, Inonii
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Malatya, 2001.

[56] Yakar, K., Fizyoloji, Nobel yayin evi, Ankara, 6, 213-215, 2005.

[57] Noyan, A., Yasamda ve hekimlikte fizyoloji, Ankara, 8, 492, Ocak, 1993.

[58] Erdemli, A.U., Su iiriinlerinde 6zel konular, dersnotlari, Inonii Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Malatya, 2002.

[59] Beltiz, H.D., Grosh, W., Schieberle, P., Lehrbuch der Lebensmittelchemie,
Springer Verlag, D- 69126 Heidelberg, Deutschland, 2001.

[60] Demir, N., 1htiyoloji, I.0. Yayinlari, Fen Fakiiltesi Basimevi, Istanbul, 219, 116-
117, 1992.

[61] Trenes, W., Naturwissenschaftliche Grundlagen der Lebensmittelzubereitung, 2.
Aufl., Behr’s Verlag, Hamburg, 1994.

[62] Kuru, M., Omurgali Hayvanlar, Fen ve miihendislik serisi, Palme Yayincilik,
Ankara, 5, 145, 1999.

[63] Demirsoy, A., Yasamin temel kurallar1 omurgalilar-amniota, Hacettepe
Universitesi, Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Beytepe/Ankara, 1993.

[64] Giines, O., Erbaycu, A.E., Cakan, A., Ormen, M., Ozsoz, A. ve Onvural, B., Plevra
stvilarinda malondialdehit diizeyinin tanisal degeri, Solunum, 5, 213-219, 2003.

[65] Southorn, A.P. and Powis, G., Free radicals in medicine I. Chemical nature and
biolohic reactions, Mayo Clin. Proc., 63, 381-389, 1988.

[66] Slater, F.T., Free radical mechanisms in tissue injury, Biochem. J., 222, 1-15, 1984.

89



[67] Arda, M., Temel mikrobiyoloji, Medisan Yayinevi, Ankara, 2000.

[68] Schknk, D., Wolford, L., Chelius, M., J., Steeuens and K.M. Chan, Effects of
arsenite, arsenate and the herbicide monosodium methyl arsonate (MSMA) on hepatic
metallothionein expression and lipid peroxidation in channel catfish,. Camp. Biochem.
Physiol. 2, 177-183, 1997.

[69] Hatting. J., The effects of tricaine methanesulfatone (M.S.-222) on the
microhematokrit of fish blood, J. Fish Biol., 10, 453-455, 1975.

[70] Hoffman G.L. 1977 Methods For the Diagnosis Of Fish Discatep. Fish Forming
Exeperiment Station U.S. Fish And Wilt Fish Service, Statpart, Arkensap.

[71] Hofmann, R. and Lommel, R., Effects of repcated blood sampling on- some blood
pananeters in freshwater fish, F.J. Fish Blood, 24, 245-251, 1984.

[72] Ezzat, A.A., Shabana, M.B. and Farghaly, A.M., Studies and blood characteristic
of Tilapia zilli (Gervais), J. Fish Biol. 6, 1-12, 1973.

[73] Kocabatmaz, M.H. ve Ekingen G., Degisik tiir baliklarda kan ornegi alinmasi ve
henatolojik metodlarin standardizasyonu, Doga Bil. Der. 2, 149-159, 1982.

[74] Kontz, G.W., Fish hematology Tec. in fish immunology 3, 121-130, 1994.

[75] Lowry, O., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. and Randall, R.J., Protein measurements
with the folin phenol reagent, J. Biol. Chem., 193, 265-275, 1956.

[76] Luck H., Catalase, Methods of enzymatic Analysis, 885-888, 1963.

[77] Beuge, J.A. and Aust, S.D., Microsomal lipid peroxidation, Methods in
Enzimology, 52, 302-310, 1978.

[78] Bancroft, J.D., Stevens, A., Turner, D.R. Theory of practice of histological
techniques, Churchill Livingstone, 1990.

[79] Prophet, E.B., Mills, B., Arrington, J.B., Sobin, L.H., Laboratory methods in
histotechnology, Armed forces institute of pathology, Washington, 1992.

[80] Kiernan, J.A., Histological and histochemical methods theory and practice,
Pergaman Pres., Oxford, 1981.

[81] Akay, M.T., Genel histoloji atlasi, Palme yayin, 14, 4, 2007.

[82] Metin, S., Erkan, N., Varlik, C., Ozdem, O., ve Baygan, T., Marine gokkusagi
alabaliginin modifiye atmosferle paketlenerek depolanmasi sirasinda bazi kriterlerde
meydana gelen degisimler, Gida Bilimi Teknolojisi Ve Teknolojisi Dergisi, 5, 56-64,
2000.

90



[83] Giilyavuz, H., Unliisaymn, M.,, Su iiriinler isletme teknolojisi, S.U. Egridir Su
Uriinleri Fakiiltesi, Isparta, 1999.

[84] Anonymous, Gida sanayinde mikrobiyolojik kalite kontrol egitim programi,
Tiibitak-Mam., Gida Sogutma Teknolojileri Boliimii, Gebze-Kocaeli, 1990.

[85] Caggiano, M., Quality in harvesting and post-harvesting procedures-influence on
quality, fish freshness and quality assessment for sea bass and sea bream, global quality
assessment in mediterranean aquaculture Zaragosa, CIHEAM- IAMZ, 149, 2000.

[86] Schormuller, J., Handbuch der Lebensmittel Chemie. Band IV. Fette und Lipide
(LIPIDS). Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-New York, 1969.

[87] Schormuller, J. Handbuch der Lebensmittel Chemie. Band III/2 Teil. Springer-
Verlag, Berlin, 1482, 1968.

[88] Keller, J.E., Skelley, G.C. and Acton, C.J., Effect of meat particle size and casing
diameter on summer sausage properties during drying, J. Milk Food Technol., 37, 101-
103, 1974.

[89] Ockerman, H.W. Quality control of post-mortem muscles tissue, 13th Ed., The
Ohio State University, Columbus, 1985.

[90] Bharucha, C., Meyer, H., Moody, A. and Carman, R.H., Handbook of Medical
Laboratory Technology, Wesley Press, Mysore, India, 1976.

[91] Kampen, E.J.V. and Zijlstra, W.G., Standardisation of hemoglobinometry II. The
hemoglobincyanide method. Clin. Chem. Acta, 6, 538-44, 1961.

[92] Palaniappan, P.R., and Vijayasundaram, V., FTIR study of arsenic induced
biochemical changes on the liver tissues of fresh water fingerlings Labeo Rohita,
Romanian J. Biophys., 18, 135-144, 2008.

[93] Shah, A.Q., Kazi, T.G., Arain, M.B., Jamali, M.K., Afridi, H.I., Jalbani, N., Baig,
J.A. and G.A., Kandhro, Accumulation of arsenic in different fresh water fish species-
potential contribution to high arsenic intakes, Food Chemistry 112, 520-524, 2009.

[94] Atli, G., Alptekin, O., Tiikel, S. and Canli, M., The contribution of catalase and
other natural products to the antibacterial activity of honey: A review, Food Chemistry
71, 235-239, 2000.

[95] Seven, A., ve Candan, G., Radikali ve lipid peroksi diizeyini artiran etkenler,
Biyokimya Dergisi, 4, 43-56, 1995.

91



[96] Sare, M., Hamamci, D., Yilmaz, 1., Birincioglu, M., Mentes, B.B., Ozmen, M., and
Yesildag, O., Effects of carbon dioxide pneumoperitoneum on free radical formation in
lung and liver tissues, Surg. Endose., 16, 88-192, 2002.

[97] Wasowicz, W., Neve, J.,, and Peretz, A., Optimized steps in fluorometric
determination of thiobarbuturic acid-reactive substance in serum: Importance of
extraction pH and influence of sample preservation amd storage, Clin. Chem., 39, 2522-
2526, 1993.

[98] Duran, A., and Talas. Z.S., Biochemical changes and sensory assessment on tissues
of carp (Cyprinus carpio, Linnaeus 1758) during sale conditions, Fish Physiol Biochem,
35, 709-714, 2009.

[99] Newairy, A.A., Salama, A.F., Hussien, H.M. and Yousef, M.I., Propolis alleviates
aluminium-induced lipid peroxidation and biochemical parameters in male rats, Food
and Chemical Toxicology 47, 1093-1098, 2009.

[100] Humtsoe, N., Davoodi, R., Kulkarni, B.G., and Cavan, B., Effect of arsenic on the
enzyms of the rohu carp, Labeo rohita (Hamilton, 1822), The Raffles Bulletin of
Zoology, 14, 17-19, 2007.

[101] Desai, V.G., Casciano, D., Feuers, R.J., and Aidoo, A., Activity profile of
glutathione-dependenr enzymes and respiratory chain complexes in rats supplemented
with antioksidants and treared with carcinogens, Arch. Biochem, Biophys., 394, 2001.
[102] Edenharder, R., Von Petersdorff, 1., and Rauscher, R., Antimutagenic effects of
flavonoids, chalcones and structurally related compounds on the activity of 2-amino-3
methylimidazol [4,5-f] quinoline (IQ) and other heterocyclic amine mutagens from
cooked food, Mutat Res., 287, 261-74, 1993.

[103] Yang, J.L. and Chen, C., Effects of gallium on common carp (Cyprinus carpio):
acute test, serum biochemistry, and erythrocyte morphology, Chemosphere, 53, 877—
882, 2003.

[104] Talas, Z.S. and Giilhan M.F., Effects of various propolis concentrations on
biochemical and hematological parameters of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss),
Ecotoxicology and Environmental Safety, 72, 1994-1998, 2009.

[105] Celik, E.S., Baliklarin kan parametreleri iizerine agir metallerin etkisi, E. U.
Journal of Fisheries & Aquatic Sciences, 23, 49-55, 2006.

[106] Meteoglu, I., Caglayan, O. ve Kogyigit, A., Klinik biyokimya laboratuari el kitabi,
Nobel Tip Kitabievleri, Istanbul, 148-149, 2007.

92



[107] Orun, L. and Talas, Z.S., Antioxidative role of sodium selenite against the toxic
effect of heavy metals (Cd**, Cr*) on some biochemical and hematological parameters
in the blood of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792), Fresenius
Environmental Bulletin, 1242-1246, 2008.

[108] Fuliang, H.U., Hepburn, H.R., Xuana, H., Chen, M., Daya, S., Radloff, S.E.,
Effects of propolis on blood glucose, blood lipid and free radicals in rats with diabetes
mellitus, Pharmacological Research, 51, 147-152, 2005.

[109]Ayaz, A., Tuz tiketimi ve saglik, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri
Fakiiltesi, Beslenme ve Diyetetik Boliimii, Ankara, 8, 2008.

[110] Ursel, A., Natural care—Vitamins & Minerals Handbook, Dorling Kindersley,
London, 2001.

[111] Borges, A,. Scotti, L.V., Siqueira, D.R., Zanini, R., Amaral, F., Jurinitz, D.F.,
Wassermann, G.F., Changes in hematological and serum biochemical values in jundia”
Rhamdia quelen due to sub-lethal toxicity of cypermethrin. Chemosphere 69, 920- 926,
2007.

[112] Swaran, J.S., Flora, S.B., Satish, C. P., Dhaked, R. K., Arsenic induced blood and
brain oxidative stress and its response to some thiol chelators in rats. Life Sciences 77,
2324-2337, 2005.

[113] Kayhan, F.E., Muslu, M.N. ve Ko¢, N.D., Bazi Agir Metallerin Sucul
Organizmalar Uzerinde Yarattigr Stres Ve Biyolojik Yamtlar. Journal of Fisheries
Sciences. 3, 153-162, 2009.

[114] Affonso, E.G., Polez, V.L.P., Corre, C.F., Mazon, A.F., Arau’jo, M.R.R., Moraes,
G. and Rantin F.T., Blood parameters and metabolites in the teleost fish Colossoma
macropomum exposed to sulfide or hypoxia. Comparative Biochemistry and
Physiology, 133, 375-382, 2002.

[115] Nunes, A.C., Mathias, M.L. and Crespo, A.M., Morphological and
haematological parameters in the Algerian Mouse (Mus spretus) inhabiting an area
contaminated with heavy metals.. Environmental pollution, 113, 87-93, 2001.

[116] Stien, L.H., Hirmas, E. Bjornevik, M., Karlsen, O., Nortvedt, R., Rora, A.M.B.,
Sude, J. and Kiessling, A., The effects of stres and temperature on the colour and
texture of pre-rigor filleted farmed cod (Gladus morhua L.), Aquacult. Res., 36, 1197-
1206, 2005.

93



[117] Duran, A., Erdemli, U., Karakaya M., and Yilmaz, M.T., Effects of slaughter
methods on physical, biochemical and microbiological quality of rainbow trout
Oncorhynchus mykiss and miror varp Cyprinus carpio filleted in pre-, in- or post-rigor
periods. Fisheries Science, 74, 1146-1156, 2008.

[118] Osorio, M.T., Zumalacarregui, J.M., Cabeza, E.A., Figueria, A. and Mateo, J.,
Effect of rearing system on some meat quality traits and volatile compounds of suckling
lamb meat, Small Ruminant Research, 78, 1-12 2008.

[119] Ruff, N., Fitzs G.R.D., Cross, T.F., Tuertie, G. and Kerry, J.P., Slaughtering
method and a- tokopheryl acetate supplementation affect rigor motris and filet shelf-life
of turbot Scophtalmus maximus L., Aquac. Res., 33, 703-714, 2002.

[120] Geay, Y., Bauchart, D., Hocquette, J.F., and Culioli, J., Effect of nutritional
factors on biochemical, structural and metabolic characteristics of muscles in ruminants,
consequences on dietetic value and sensorial qualities of meat. Reprod. Nutr. Dev., 1-
26, 2001.

[121] Choi, Y.M., Noh, D.O., Cho, S.Y., Suh, H.J., Kim, K.M., Kim, J].M. Antioxidant
and antimicrobial activities of propolis from several regions of Korea, LWT 39, 756—
761, 2006.

[122] Matyar, F., Kaya, A., Dincer, S., Antibacterial agents and heavy metal resistance
in Gram-negative bacteria isolated from seawater, shrimp and sediment in Iskenderun
Bay, Turkey.. Science of the Total Environmental 407, 279-285, 2008.

[123] Jeon, H.J., Yi, S.C., Oh, S.G., Preparation and antibacterial effects of Ag—SiO2
thin films by sol-gel method.. Biomaterials, 24, 4921-4928, 2003.

[124] Monterio, S.M., Rocha, E., Mancera, J.M., Fernandes, A.F. and Sousa, M., A
sterological study of copper toxicity in gills of Oreochromis niloticus, Ecotoxicology
and Environmental Safety, 72, 213-223, 2009.

[125] Pandey, S., Parvez, S., Ansaria, R.A., Ali, M., Kaur, M., Hayat, F., Ahmad, F. and
Raisuddin, S., Effects of exposure to multiple trace metals on biochemical, histological
and ultrastructural features of gills of a freshwater fish, Channa punctata Bloch,
Chemico-Biological Interactions, 174, 183-192, 2008.

[126] Kelly, J., Janz, D., Assessment of oxidative stress and histopathology in juvenile
northern pike (Esox lucius) inhabiting lakes downstream of a uranium mill, Aquatic

Toxicology, 92, 240-249, 2009.

94



[127] Mishra, A.K., Mohanty, B., Acute toxicity impacts of hexavalent chromium on
behavior and histopathology of gill, kidney and liver of the freshwater fish, Channa
punctatus (Bloch), Environmental Toxicology and Pharmacology, 26, 136—-141, 2008.

[128] Roy, S. and Bhattacharya, S., Arsenic- induced histopathology and synthesis of
stress proteins in liver and kidney of Channa punctatus, Ecotoxicology and

environmental safety, 65, 218-229, 2006.

95



