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OZET

Bu calismada, sazan (Cyprinus carpio)’ da bazi hematolojik ve immunolojik
parametreler iizerine polenin etkisi aragtirildi. Polenin 1 mg/kg balik ve 10 mg/kg balik
dozlar intraperitoneal olarak baliklara enjekte edildi. Enjeksiyondan sonraki 3., 7. ve 10.
giinde baliklardan kan oOrnekleri alindi. Kan oOrneklerinde hematolojik [eritrosit sayisi,
hematokrit ve hemoglobin diizeyleri] ve immunolojik [I6kosit sayisi, oksidatif radikal
tiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi), total protein ve total immunoglobulin
diizeyleri] parametreler analiz edildi.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde polen
uygulanan gruplarin hematolojik ve immiinolojik parametrelerinde istatistiksel olarak
onemli bir artis tespit edildi (p < 0,05). Yalmz polen uygulanan gruplar birbiriyle
kiyaslandiginda hematolojik ve immiinolojik parametrelerinin denemenin 3., 7. ve 10.

giinlerinde birbirinden farklilik gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

Anahtar Kelimeler: Bagisiklik, Balik, Hematoloji, Kan, Polen,Sazan.



SUMMARY

Investigation of Some Haematological and Immunological Parameters in Pollen

Injected Carp (Cyprinus carpio)

In this study, effects of pollen on haematological and immunological parameters in
carp (Cyprinus carpio) were investigated. 1 mg / kg fish and 10 mg / kg fish of pollen were
injected intraperitoneally into the fish. Blood samples were taken from the fish on 3rd, 7th
and 10th days after injection. Hematological [erythrocyte count, haemoglobin and
haematocrit levels] and immunological [leucocyte count, oxidative radical production
(nitroblue tetrazolium-NBT activity), total plasma protein and total immunoglobulin
levels] parameters were analysed in blood samples.

When compared to the control group, statistically significant increase in the
haematological and immunological parameters of the pollen treated groups were detected
on the 3rd, 7th and 10th days of the experiment (p < 0,05). When pollen groups are
compared with each other, the haematological and immunological parameters were found
to be different on the 3rd, 7th and 10th days of the experiment.

Key words: Imunity, Fish, Hematology, Blood, Pollen, Carp.
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1. GIRIS

Su iirtinleri agisindan su kaynaklarindan yararlanma avcilik ve yetistiricilik seklinde
olmaktadir. Fakat teknolojinin gelismesiyle birlikte artan sanayilesme, deniz ve i¢ sularin
kirlenmesine ve bu kaynaklardan yararlanma oraninin azalmasina dolayisiyla avcilik
yoluyla elde edilen miktarin diismesine neden olmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda tiim
diinyada kiiltiir balik¢iligina verilen 6nem bir hayli artmistir. Fakat kiltiir balik¢iliginda
yetistiriciligin yogun olarak yapilmasi veya baliklarin yogun olarak stoklanmasi enfeksiyoz
hastaliklar agisindan baliklar i¢in biiylik bir tehlike yaratmaktadir. Enfeksiyoz hastaliklar
baliklar arasinda ¢ok kisa silirede yayilabilmektedir (Ellis, 1988; Arda vd., 2005). Balik
hastaliklar1 sonucunda olusan ekonomik kayiplar su iirtinleri sektoriiniin gelisimi agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir. Glinlimiizde balik hastaliklarinin bir¢ogunun tedavisi i¢in halen
etkin bir ¢6ziim gelistirilememis olmasi ve var olan tedavi yontemlerinin ise baliklar i¢in
ekstra bir stres kaynagi olmasi, bilim insanlarini balik saghigini arttirmaya sevk etmistir
(Ergoniil vd., 2012).

Enfeksiyoz hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan kemoterapotik maddelerin,
baliklarin karaciger, bobrek, bagirsak, deri gibi organlara zarar vermesi, kas dokusunda
birikerek insanlara ge¢cmesi, bakterilerin diren¢ olusturmasi, su zeminine c¢okerek
sedimentasyon olusturmasi, bagisiklik sistemini olumsuz yonde etkilemesi, etkisinin kisa
stireli olmasi, oksidatif strese neden olmas1 ve antioksidan mekanizmay1 baskilamasi, tiim
enfeksiyonlara kars1 etkili olmamasi gibi nedenlerle kullanimi sinirli olmaktadir (Arda vd.,
2005; Saglam ve Yonar, 2009). Bu sebeple enfeksiydz hastaliklarin kimyasal maddelerle
kontrol altina alinmasinda onemli sorunlarla karsilasiimaktadir. Bu olumsuzluklarin 6niine
gecebilmek i¢in hastaligin ¢ikmasini engelleyecek korunma Onlemlerinin alinmast,
asillama, dogal ya da sentetik immunostimulanlar ile baliklarin direncini azaltarak
hastaliklarin ~ olusumuna sebep olan stres faktorlerine karst antioksidanlarin
kullanilabilirligi konusu olduk¢a Onem kazanmistir. Diger taraftan yetistiricilik
kosullarinin zaman zaman yetersizligi baliklarda strese neden olmaktadir. Bu da bagisiklik
sisteminin etkinligini azaltabilmektedir. Bu yilizden hastalik olusmadan alinacak 6nlemler
bliyiik 6nem tagimaktadir.

Polen, tohumlarin olusmasindan hemen 6nce agan gigeklerin orta kismindaki erkek

tireme organinin bas¢ik bolgesinde yer alan ve bitkinin biitlin kalitsal 6zelliklerini tasiyan,



kiigiik hiicrelerden olusmus tozlara verilen isimdir. Bitkilerin ¢iceklenme donemleri
boyunca goriilen polenler cigcek tozu olarak da isimlendirilirler. Cigekli bitkilerde erkek
cinsiyet hiicresi olan polen, disi organin tozlasmasini saglar. Baslica protein kaynagi olarak
polen, arilarin biiylimesinde ve salgi bezlerinin gelismesinde mutlaka gereklidir. Ar
kolonilerinin yavru ireterek devamliliini saglayabilmesi ancak polenle miimkiin
olabilmektedir (Cankaya ve Korkmaz, 2008). Antimikrobiyal, antioksidan ve
immunomodulator ozellikler gosteren polen, ihtiva ettigi besinler nedeniyle son
zamanlarda bir hayli dikkat ¢cekmektedir (Yang vd., 2007; Eraslan vd., 2009; Xu vd., 2009;
Abbass vd., 2012). Polenin ihtiva ettigi besin maddeleri arasinda yiiksek miktarda protein
ve karbonhidrat bulunmakla birlikte yag asitleri, vitaminler, mineral maddeler, enzimler ve
aminoasitler de yapilan kimyasal analizler neticesinde yapisinda bulunmustur. Bunun
yaninda flavonoid, karotenoid, steroid ve renk maddelerinin varligi da polenin kimyasal
yapisinda gosterilmistir (Abbass vd., 2012).

Bu arastirmada pullu sazana enjeksiyon yoluyla uygulanan polenin
immunostimulan  etkisinin  arastiritlmas1  ve  dolayisiyla  poleninin  baliklarda
immunostimulan olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amaclanmaistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi; maddi olarak SUF.18.05 numaral proje kapsaminda
Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi (FUBAP) tarafindan

desteklenmistir.

1.1. Literatiir Bilgisi

1.1.1. An1 Poleni

Cicek tozu anlamina gelen polen, bitkilerin ¢igeklenme donemleri boyunca goriilen
sar1, kirmizi, mor, yesil ve siyaha kadar degisen farkli renklerde olabilen ¢ok cekirdekli
haploit kromozoma sahip disi organin tozlasmasini saglayan ¢igekli bitkilerin
(Angiosperm) erkek lireme organinda (stamen) olusan erkek gametofitlerdir (Giilhan,
2014; Fisne, 2016; Timerdem, 2016). Polenler vejetatif ve generatif olmak iizere iki
hiicreden meydana gelmis n kromozomlu mikrosporlardir (Fisne, 2016). Polenler

mikrospor ana hiicresinin mayoz béliinme gegirmesiyle olusur. Boylece dort haploid hiicre



yani tetratlar meydana gelir. Tetrattan ayrilan mikrosporlar polen tanesi olarak
adlandirilirlar (Tiimerdem, 2016).

Polenin esas gorevi ayni tiiriin disi tireme organina (ginekeum) ulasip; ovaryumdaki
yumurtanin déllenmesini saglamak ve boylece neslin devamliligini gercgeklestirmektir.
Baharla birlikte ¢igekler agmaya baslayinca, cicekler arasinda tozlagsmalar da baglar.
Tozlagma, polenlerin ¢igegin disi organina tasinmasi olarak bilinir. Cigekli bitkilerin %
20’si polenlerini riizgar yoluyla tasirken (anemogam), digerleri polenlerini bdcekler
(entomogam), kuslar (ornitogam) veya diger etmenler yoluyla tasir veya ulastirirlar.
Bocekler igerisinde poleni en etkili sekilde toplayan bal arilaridir ve topladiklari polene
kendi salgilarimi da eklediklerinde ar1 poleni olusur (Fisne, 2016). Polinasyon igin ¢i¢ekli
bitkilerin arilara, arillarin da yasamlarni siirdiirebilmeleri i¢in besinsel ihtiyaglarini
karsilamada ¢igeklere ihtiyaglar1 vardir. Yapilan arkeolojik arastirmalarda bu iki canli
grubunun birlikte evrimlestigini gosteren kanitlar bulunmustur. Arilar, nektar ve polen
toplamak i¢in yiizlerce ¢igegi ziyaret etmektedir. Topladiklar1 nektar1 karbonhidrat kaynagi
olarak, polenleri ise protein kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Bu nedenle, polenin bitkisel
zenginligi ve kalitesi arilarin gelisim siireglerinin yam1 sira ¢ogalmalarinda da temel
faktordiir. Bal arilarinin polen kaynaklari bulunduklari dogal floradir. Floranin polen
degeri ise bolgede bulunan polenli bitki tiirlerinin c¢esitliligi, yogunlugu ve ¢iceklenme
stiresinin uzunlugu ile iliskilidir (Giilhan, 2014).

Insan metabolizmas1 icin ¢ok degerli besin maddelerini iceren polen, yiiksek
derecede protein ve karbonhidrat kaynagi olmasmin yanisira zengin vitamin ve mineral
madde deposudur (Giilhan, 2014). Polenin kimyasal igerigini, aminoasitler, proteinler,
karbonhidratlar, lipidler (doymus ve doymamus yaglar ve onlarn tiirevleri), sekerler ve su
olusturmaktadir. Ayrica polenler ¢esitli vitaminler, organik asitler, mineraller ve elementler
bakimindan da olduk¢a zengin hiicrelerdir. Polenlerde A vitamini, B1 vitamini, B2
vitamini, B3 vitamini, B5 vitamini, B6 vitamini, B9 vitamini B12 vitamini, C vitamini, D
vitamini, E vitamini, biyotin, K vitamini ve folik asit bulunmaktadir. Polenlerde bulunan
baslica aminoasitler; sistin, lisin, triptofan, histidin, fenilalanin, arjinin, metiyonin, 16sin,
izoldsin, glutamin ve valin’dir. Bu aminoasitlerin polendeki oranlar1 %7-30 arasinda
degisiklik gostermekte olup, polen igerisinde en fazla bulunan aminoasitler 16sin (%7.1) ve
lisin (%6.4), en az bulunanlar ise triptofan (%1.4) ve metiyonin (%1.9)" dir (Giilhan 2014,
Tiimerdem, 2016). Dogada bulunan 31 yag asitinden 16's1 polenlerde de belirlenmis olup,

bunlardan en énemli olan1 palmitik asit’tir. Bunu myristik, linoleik, oleik, stearik ve diger



asitler izlemektedir. Fruktoz, sukroz ve glukoz gibi sekerler de polenlerde farkli oranlarda
bulunan karbonhidratlardir. Ayrica polenlerde polisakkaritlerden; kalloz, pektin, seliiloz ve
lignin de onemli miktarda bulunmaktadir (Tiimerdem, 2016). Mineral ve iz element
bakimindan olduk¢a zengin olan polen igeriginde; kalsiyum, fosfor, demir, bakir,
potasyum, magnezyum, manganez, silis, siilfiir, sodyum, nikotinamid, iyot, klorin, bor ve
molibden bilinen mineraller arasinda yer alip, iz elementlerden ise aliminyum, titanyum,
c¢inko ve nikel bulunmaktadir. Bunun yanisira cesitli madensel tuzlar, karotenoidler,
steroidler, esansiyel yag asitleri ve hormon benzeri biiyiime faktorleri, diastaz, fosfataz ve
amilaz gibi degerli enzimler ile renk pigmentleri de tespit edilmistir. Ar1 polenin yapisinda
bulunan flavonoidler ve fenolik bilesikler; giicli antioksidan, antimikrobiyal,
antiinflammatuvar, antikarsinojen, vazodilatdr, antiallerjik, antiviral, c¢evresel
kontaminantlara kars1 koruyucu fonksiyonlara sahip olma gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler

gosterirler (Giilhan, 2014).

1.1.2. Bahiklarda immun Sistem

Baliklar bulunduklar1 ortam nedeni ile birgok patojen mikroorganizma ile karsi
karsiyadir. Ancak viicudun savunma sistemi patojen mikroorganizmalar1 etkisiz hale
getirdiginden bu karsilasmanin ¢ok az bir kismi tehlikeli sonuglar dogurmaktadir.
Baliklarmn immun sisteminin memeliler ile birbirine benzedigi bildirmistir. On bobrek,
timus ve dalak baliklarin en 6nemli immun sistem organlaridir. Baliklarda vertebranin iki
yaninda yerlesmis olan bobrek, 6n ve arka bobrek olmak ftizere iki lob halinde
goriilmektedir. On bobrek dnemli bir hematopoetik organ olup, morfolojik olarak yiiksek
vertebratlardaki kemik iligi ile benzerlik gostermektedir. On bdbrek, antikorlarin bol
miktarda tretildigi yerdir. Timus, solungaglarin dorsolateral bolgesinde yerlesmis ve
genellikle bir ¢ift lobdan olusmus, T hiicrelerinin gelismesinin basladigi énemli bir lenfoid
organdir. Timusun en Onemli gorevi yabanci antijenlere karsi yanit verebilecek
lenfositlerin ¢ogalmasin1 saglarken, viicudun kendi antijenlerine kars1 reaksiyon
verebilecek lenfositleri ortadan kaldirmaktir. Antikor yanitina yardimci olmak timusun
diger bir 6nemli gorevidir. Dalak, kirmiz1 ve beyaz pulpa olarak ayrilmistir. Kirmizi pulpa,

organin 6nemli bir kismini teskil etmekte ve makrofaj ile lenfosit hiicre populasyonunu



kapsamaktadir (Ellis, 1981; Ellis, 1988; Van Muiswinkel, 1992; Dalmo vd., 1997; McL
Pres ve Evensen, 1999; Sakai, 1999; Magnadottir vd., 2005; Magnadottir, 2006).

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

Baliklarda spesifik bagisikligin en onemli elamanlari immunuoglobulinlerdir.
Glikoprotein karakterinde olup B lenfositlerinin baskalasimi sonucu olusan, plazma
hiicreleri tarafindan sentezlenip antijenlerle birleserek spesifik bir reaksiyon veren
immunuoglobulinler, diger bir ifadeyle antikorlar, baliklarda serumda, doku sivilarinda,
sindirim kanalinda ve mukusta bulunmaktadir. Memelilerde IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD
olmak iizere bes immunoglobulin sinifi bulunmasina ragmen (Diker, 1998; Arda vd.,
1994), baliklarda bunlardan sadece IgM’ nin varlig1 kesin olarak belirlenmistir (Darson,
1981; Tizard, 1992). Bunun disinda immun sistemi giiglendirilmis Carassius carassius’
larda 1gG benzeri (Roberts, 1978), Myxinidae ailesine ait baliklarda ise molekiil agirligi
118 kDa olan ve IgN adi verilen, IgM benzeri ikinci bir immunoglobulinin var olabilecegi
ifade edilmistir. Kikirdakli baliklarin serumunda IgM’ nin pentametrik (19 S) ve
monometrik (7 S) formlar1; kemikli baliklarda ise tetrametrik (17 S) ve monometrik
formlar1 bulunur (Tizard, 1992).

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

Yiiksek omurgalilarinkinden farkli olarak baliklarin derisi, keratin igermeyen
epidermis hiicrelerinden olusur. Saglam derinin epitel ortlisii mikroorganizmalarin girisini
Onleyen onemli ve 1iyi bir bariyer gorevi gormekte dolayisiyla bir¢ok patojenik
mikroorganizma saglam deriden gecememektedir. Deri ve solungaglardan salgilanan
mukus sayesinde epitel hiicrelerin sayist artmaktadir. Bu epitel hiicreler,
mikroorganizmalara kars1 viicudun ilk savunma hattin1 olustururlar (Ellis, 1981; Demir,
1992; Arda vd., 1994).

Balik ile cevresi arasinda koruyucu bir tabaka gorevi goren mukusun miktari,
cevredeki patojen mikroorganizmalarin artmasi, fiziksel ve kimyasal tahrisler ve
enfeksiyonlara tepki sirasinda artar. Mikroorganizmalarin viicuda girebilmeleri i¢in kivam
olarak cok yogun ve akiskan olan mukusu gegmesi ve epitel hiicrelere tutunmasi gerekir.

Mukoid tabakanin devamli hareket halinde olmasit mikroplarin hiicrelere direk temasini



zorlagtirmaktadir (Ellis, 1981; Arda vd., 1994). Derideki mukus komponentleri;
antimikrobiyal sistemde Onemli etkiye sahip olmaktadir. Mukus, patojenlerin
yikimlanmasinda onemli bir etkiye sahip olan pentraksin gibi lektinler, komplement
proteinleri, antibakteriyel peptidler ve IgM gibi immun parametreleri i¢ermektedir
(Magnadottir., 2006).

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

Baliklarda non-spesifik savunmanin anahtar hiicrelerini, graniilositler ve
monositler/makrofajlar olusturmaktadir. Baliklardaki non-spesifik sitotoksik hiicreler
(NCC) memelilerde bulunan dogal o6ldiriicii hiicrelere (NK) emsal olarak kabul
edilmektedir (Dalmo vd., 1997). Memelilerde oldugu gibi baliklarda da graniilositler
notrofil, eozinofil ve bazofil olmak iizere ii¢ farkli hiicre tipine ayrilmistir. Baliklarda
notrofillerle birlikte, az olmakla beraber eozinofil ve bazofillerin varlig1 ispatlanmistir
(Ellis, 1977; 1981).

Fagositik hiicreler diger canlilarda oldugu gibi baliklarda da non-spesifik savunma
mekanizmalarinin en Onemli unsurunu olusturur. Fagositik hiicreler, makrofajlar ve
notrofiller olmak iizere iki tip olup, makrofajlar baliklar ve diger omurgalilarda immun
sistemin en 6nemli elemanidirlar. Makrofajlar bir¢ok dokuda bulunmasina ragmen lenf
diigtimleri, dalak ve karacigerde fazladir. Bunlar viicutta humoral ve hiicresel savunma
mekanizmalarinda ve diger immunolojik aktivitelerde direkt veya dolayl olarak 6nemli
gorevler istlenirler. Makrofajlar ozellikle 1-10 pm boyutundaki partikiilleri, hiicresel
atiklar1 ve viicuttaki 6lii ve hasta hiicreleri yutup viicuttan uzaklastirarak immun sisteme
katkida bulunurlar. Makrofajlar nétrofillerden daha gec fagositoza baslamalarina ragmen
Omiirleri boyunca siirekli fagositoz yapabilirler. Fagositik hiicrelerin ikincisi olan
notrofiller ise baliklarda bobreklerde ve az miktarda dalakta bulunurlar (Ellis,1981; Diker,
1998). Balik nétrofillerinin memeli nétrofillerine morfolojik ve histokimyasal boyama
bakimindan benzedigi ifade edilmektedir. Baliklarda nétrofillerin fagositik aktivitesi kesin
olarak agiklanmus olsa da geliskili ifadeler de vardir (Ellis, 1977; 1981). Ornegin; Ellis

(1976) pisi baliklarinda (Pleuronectes platessa) nétrofillerin karbon taneciklerini fagosite



edemedigini bildirirken, gokkusagr alabaliginda deneysel olarak olusturulan yara
iltihaplanmasinda makrofajlarin ve nétrofillerin fagositozu kesin olarak gosterilmistir (Finn
ve Nielson, 1971). Peleteiro ve Richards (1990), gokkusagi alabaligi epidermisinde
fagositik hiicrelerin birkag tipinin varligini tespit etmislerdir.

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

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



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma Alam

Tez calismasi, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi' nde bulunan ve yaklasik
hacmi 200 L olan 12 farkli cam akvaryum (3 tekrar ve her bir tekrar i¢in 4 akvaryum)
kullanilarak yapild: (Sekil 2.1).

Tez calismasina baglamadan once akvaryumlar dezenfekte edildi ve akvaryumlarin
tistii baliklarin atlamalarint engellemek i¢in kapatildi. Hava kompresorii kullanilarak

akvaryumlar siirekli havalandirldi. Akvaryumdaki suyun sicaklig1 23 + 1 °C’ ye ayarlandh.

Sekil 2.1. Calismanin yiiriitiildigii akvaryumlar



2.1.2. Balik Materyali

DSI 9. Bolge Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube Miidiirliigii' nden saglanan,
ortalama agirlig1 40 = 5 g olan 360 adet pullu sazan (Cyprinus carpio) Firat Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesine canli olarak getirilerek her bir akvaryumda 30 balik olacak sekilde

stoklandi. Stoklanmadan dnce baliklar makroskobik olarak muayene edildi.

2.1.3. Polen Ornekleri

Calismada kullanilan kestane (Castanea sativa) poleni ornekleri, Zonguldak
bolgesinde sabit olarak aricilik isiyle ugrasan aricilardan kestane balinin iiretim sezonunda
kovanlarin &niine polen tuzagmin takilmasiyla elde edildi. Erciyes Universitesi Seyrani
Ziraat Fakiiltesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Saym Sibel SILICI tarafindan polen &rneklerinin
palinolojik identifikasyonu gergeklestirildi.

10 g tartilan polen 6rnegi 20 ml distile suda ¢oziilerek 10 dakika 1.000 g’ de
santrifiij edildi. Siipernatantin sivi kismi dokiildiikten sonra sedimente 20 ml distile su
tekrar eklenerek 5 dakika 1.000 g’ de santrifiij edildi. Su kismi1 tekrar dokiilerek kurutma
kagid1 lizerine test tiipii ters c¢evrildi. Lam lizerine aktarilan sedimentin {izerine gliserin
jelatin karisimi eklendikten sonra 1sitict tablada 40 °C’ de jelin erimesi saglandi. Preparat
tizerine lamel kapatildi. Polen tanecikleri referans polen preparatlart ve polen atlaslari
kullanilarak mikroskopta tanimland: ve sayildi. Her bir 6rnekte en az 5.000 polen sayilmak

suretiyle ar1 ekmeklerini en yiiksek oranda temsil eden polen tiirleri tespit edildi.

2.2. Metot

2.2.1. Polen Orneklerinin Analizi

Standart AOAC 920.153, 991.36 ve 960.52 metotlart kullanilarak poleninin

kimyasal analizi yapildi. 1ISO 12966-2:2011 metodu yardimiyla ise yag asitlerinin analizi
gerceklestirildi.



Polen orneklerindeki ana seker kompozisyonu yiiksek performanslt likid
kromatografi [High Performance Liquid Chromatography-Refractive Index Detector
(HPLC-RID, Agilent 1100 Series, USA), equipped with a manual injection quaternary
pump (U.S.A) and Zorbax carbohydrate column (4.6x250 mm, 5 um particle size] ile
saptandi.

Polen orneklerinin antioksidan ozellikleri Singleton ve Rossi (1965), Gyamfi vd.
(1999), Leblanc vd. (2009) ile Ulusoy ve Kolayli (2014) tarafindan bildirilen metotlar
kullanilarak tespit edildi.

2.2.2. Polenin Deneysel Olarak Uygulanmasi

Tez ¢alismasinda, canli olarak getirilerek 12 farkli akvaryuma her bir akvaryumda
30 balik olacak sekilde stoklanan baliklarin 15 giin siireyle adaptasyonu saglandi.
Adaptasyon sirasinda ticari bir balik yemi baliklara giinde iki kez alabildikleri kadar

verildi.

Adaptasyon siiresi sonunda baliklar asagidaki gibi 4 gruba ayrildu.

Grup 1 (K): Kontrol grubu;

Grup 2 (PBS): Phosphat buffer saline (PBS) enjekte edilen grup;
Grup 3 (P-1): 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup;
Grup 4 (P-10): 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.

Deneme 10 giin siirdii. Tez ¢aligmas: 3 tekrarli yapild1 ve her bir tekrar i¢in 90

toplamda 360 balik kullanildi. Arastirma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanlig1’ nca onayland1 (Protokol No: 2018/42).
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2.2.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Islenmesi

Polen enjeksiyonundan sonraki 3., 7. ve 10. giinlerde her bir tekrardan 10 balik
alarak 25 mg/L konsantrasyonundaki benzokain (25 mg/L) yardimiyla anestezi edildi.
Baliklarin  kanlart kavdal pediinkiil bdlgesinden ensize edilmesinden sonra kavdal
venasindan alinarak EDTA igeren antikoagiilantl tiiplere dolduruldu (Sekil 2.2). Boylece
kan ornekleri alindi. Kan alindiktan sonra baliklar tekrar makroskobik olarak muayene
edildi.

Kan orneklerinde oksidatif radikal iiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi),
eritrosit (RBC) ve lokosit (WBC) sayisi, hematokrit (Ht) ve hemoglobin (Hb) diizeyi
belirlendikten sonra plazmalari ¢ikarildi. Bunun i¢in kan 6rnekleri 3500 rpm' de 10 dakika
santrifiij edildi ve plazmalari ayrildi. Plazmada total protein (TP) ve total immunoglobulin

(TT) diizeyi belirlendi.

Sekil 2.2. Baliklardan kan 6rneklerinin alinmasi
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2.2.4. Oksidatif Radikal Uretiminin (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)

Belirlenmesi

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

2.2.5. Eritrosit (RBC) ve Lokosit (WBC) Sayilarinin Belirlenmesi

Eritrosit pipetinin 0,5 isaretine kadar kan, 101 isaretine kadar ise Natt-Herrick
¢ozeltisinden ¢ekildi. Hazirlanmis olan karisimdan bir damla hiicre sayma kamarasina
damlatildi ve dagilmasi beklendi. Sonra bes biiylik kare (80 kiiciik kare) icindeki
eritrositler ile tiim kiiciik karelerdeki 16kositler sayildi. Belirlenen eritrosit sayis1 10.000 ile
16kosit sayisi ise 1000 ile garpilarak bir milimetrekiip kandaki eritrosit ve 16kosit sayisi

belirlendi (Natt and Herrick, 1952).

2.2.6. Hematokrit (Ht) Diizeyinin Belirlenmesi

Heparinli hematokrit kapiller tiipler 2/3 oraninda kanla dolduruldu ve tiipler 5

dakika i¢in 12500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra hematokrit yiizdesi 6zel bir

cetvel tizerine konularak skaladan okundu.

2.2.7. Hemoglobin (Hb) Diizeyinin Belirlenmesi

Cam tiiplere 0,02 ml kan iizerine ise 5 ml Drabkin’s soliisyonu eklendi. Karisim 10

dakika karanlikta bekletildi ve spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okunarak
hemoglobin diizeyi belirlendi (Drabkin, 1946).
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2.2.8. Total Protein (TP) Diizeyinin Belirlenmesi

Biiiret yontemi kullanilarak total protein diizeyindeki degisimler belirlendi. Bunun
i¢in spektrofotometrik tiiplere dnce 0,9 ml distile su ve iizerine 0,1 ml plazma birakildiktan
sonra, bunlarin {izerine 4 ml biiiret ayiraci ilave edildi. Karanlikta 30 dakika bekletilen

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

2.2.9. Total Immunoglobulin (TI) Diizeyinin Belirlenmesi

Total Immunoglobulin diizeyinin tespit edilmesi icin total protein diizeyinin
belirlenmesinde izlenen yontem kullanildi. Fakat plazma o6rnekleri tliplere birakilmadan
once deiyonize suda bekletilen % 12’lik polietilenglikolle oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona birakild. inkiibasyondan sonra 5000 x g’de 10 dakika santrifiij yapilarak iistte
kalan kisimdan 0,1 ml kullamildi. Elde edilen sonuglar protein degerinden ¢ikarilarak

toplam immunoglobiilin degeri belirlendi (Siwicki vd., 1994)

2.2.10. istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonuclarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik
programi kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin incelenen
parametrelerinde olusan degisimler tek yonlii varyans analizi ile test edildi. Bagimli
gruplarda (gilinler icin) istatistiksel farkliligi ortaya c¢ikarabilmek amaciyla tekrarh

Olclimlerde varyans analizi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.
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3. BULGULAR

Adaptasyon ve deneme esnasinda baliklarda herhangi bir 6liim olay1 gergeklesmedi.
Calismaya baglamadan Once ve yine kan alimini takiben makroskobik olarak muayene
edilen baliklarda herhangi bir bulguyla karsilagilmadi.

3.1. Polen Orneklerinin Analiz Sonuglar

Polen orneklerinin kimyasal analizinden elde edilen sonuglar Tablo 3.1' de
sunulmustur. Ayrica polen 6rneklerinin yag asidi kompozisyonu Tablo 3.2' de, antioksidan
ozellikleri ise Tablo 3.3' de gosterilmistir.

3.2. Oksidatif Radikal Uretimindeki (NBT aktivitesi) Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10

gruplarinin NBT aktivitesinde zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo 3.4’ de

sunulmustur.

Tablo 3.1. Kestane poleninin kimyasal analizinden elde edilen sonuglar

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

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

Sukroz (%) 2,56 £ 0,34




Tablo 3.2. Kestane poleninin yag asidi profili

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

RT: Hafiza zamam

Tablo 3.3. Kestane poleninin belirlenen antioksidan 6zellikleri

Total Fenolik Madde Antiradikal Aktivite Total Flavonoid Madde

(mg GAE/Kg)

(% inhibition)

(mg catechin/kg)

Metanolik ekstrakt 16939,9 +125,8

95,17+ 0,21

1778,89 + 93,88

Su ekstrakti 4664,6 +247,8

2439+ 1,12

314,05 £ 19,65

GAE: Gallic acid equivalents

P-1 ve P-10 gruplarinda NBT aktivitesinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde

kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplan karsilastirildiginda NBT aktivitesinin 3., 7. ve 10.

giinlerde birbirinden farklilik gdsterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki NBT aktivitesinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol

grubundan herhangi bir farklilik géstermedigi saptandi (p > 0,05).

P-1 grubunda 7. giindeki NBT aktivitesinin 3. giindeki NBT aktivitesinden, 10.

giindeki NBT aktivitesinin ise hem 3. hem de 7. giindeki NBT aktivitesinden farkli oldugu

goriildi (p < 0,05).
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7. glinden farklilik gosterdigi belirlendi (p < 0,05).

P-10 grubunda NBT aktivitesinin 7. giinde 3. giinden, 10. glinde ise hem 3. hem de

Tablo 3.4. Kontrol ve deneme gruplarinda oksidatif radikal iiretimi (NBT aktivitesi) (mg/ml)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 1,22 +0,08 1,23 £ 0,09 1,58 £ 0,14 1,71 £ 0,16
a, A a, A b, A c, A

7. giin 1,23 +£ 0,09 1,22 £0,10 1,86 £0,11 1,98 £ 0,19
a, A a, A b,B c,B

10. giin 1,22 + 0,07 1,22 £ 0,09 1,99 £0,15 2,10+ 0,15
a, A a, A b,C c,C

ab¢ Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC. Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.

3.3. Eritrosit Sayisindaki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplarinin eritrosit sayisinda zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo 3.5° de
sunulmustur.

P-1 ve P-10 gruplarinda eritrosit sayisinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde
kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplan karsilastinldiginda eritrosit sayisinin 3., 7. ve 10.
giinlerde birbirinden farklilik gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki eritrosit sayisinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
grubundan herhangi bir farklilik géstermedigi saptandi (p > 0,05).

P-1 grubunda 3., 7. ve 10. gilindeki eritrosit sayilar1 arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05).

Benzer sekilde P-10 grubunda da 3., 7. ve 10. gilindeki eritrosit sayilar1 arasinda

istatistiksel olarak herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05).
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Tablo 3.5. Kontrol ve deneme gruplarinda eritrosit (RBC) sayis1 (xlOG)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 1,35+0,12 1,36 £0,10 1,58 £0,12 1,65+0,16
a, A a, A b, A c, A

7. giin 1,35+0,11 1,35+0,13 1,60+0,11 1,66 0,15
a, A a, A b, A c, A

10. giin 1,34 +0,10 1,35+0,12 1,59+0,13 1,66 0,13
a, A a, A b, A c, A

abe Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC, Ay siitundaki farkls harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.

3.4. Lokosit Sayisindaki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplariin 16kosit sayisinda zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo 3.6° da

sunulmustur.

Tablo 3.6. Kontrol deneme gruplarinda 16kosit (WBC) sayis1 (x10°)

Deneme Gruplari

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 36,41 £2,74 36,75 +£2,30 41,63 + 3,11 47,01 £3,22
a, A a, A b, A c, A

7. giin 36,58 +£2,99 36,11 £2,52 45,06 £ 2,60 50,59 + 3,45
a, A a, A b, B c, B

10. giin 35,98 £3,15 36,19 + 2,06 50,31 £3,79 54,05 +£2,97
a, A a, A b, C c,C

abe Aymi satirdaki farkl harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC. Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.
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P-1 ve P-10 gruplarinda 16kosit sayisinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplar karsilastirildiginda lokosit sayisinin 3., 7. ve 10.
giinlerde birbirinden farklilik gésterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki 16kosit sayisinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
grubundan herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05).

P-1 grubunda 7. gilindeki 16kosit sayisinin 3. giindeki 16kosit sayisindan, 10.
giindeki 16kosit sayisinin ise hem 3. hem de 7. giindeki 16kosit sayisindan farkli oldugu
goriildi (p < 0,05).

P-10 grubunda I6kosit sayisinin 7. giinde 3. giinden, 10. giinde ise hem 3. hem de 7.
giinden farklilik gosterdigi belirlendi (p < 0,05).

3.5. Hematokrit Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplariin hematokrit diizeyinde zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo 3.7’ de

sunulmustur.

Tablo 3.7. Kontrol ve deneme gruplarinda hematokrit (Ht) diizeyi (%)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 28,55+ 3,10 28,87+ 3,10 35,80+ 4,40 41,20 £ 4,05
a, A a, A b, A c, A

7. giin 29,10 + 3,35 28,65+ 3,52 36,73 + 3,65 40,86 + 3,72
a, A a, A b, A c, A

10. giin 28,40+ 2,72 28,90 + 3,08 36,12 +£4,21 41,65 £4,55
a, A a, A b, A c, A

abe Aymi satirdaki farkl harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC. Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.
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P-1 ve P-10 gruplarinda hematokrit diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde
kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplan karsilastirildiginda hematokrit diizeyinin 3., 7. ve 10.
giinlerde birbirinden farklilik gésterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki hematokrit diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
grubundan herhangi bir farklilik géstermedigi saptand1 (p > 0,05).

P-1 grubunda 3., 7. ve 10. giindeki hematokrit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05).

Benzer sekilde P-10 grubunda da 3., 7. ve 10. giindeki hematokrit diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik tespit edilmedi (p > 0,05).

3.6. Hemoglobin Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplarinin hemoglobin diizeyinde zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo 3.8 de

gosterilmistir.

Tablo 3.8. Kontrol ve deneme gruplarinda hemoglobin (Hb) diizeyi (g/dl)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 7,34+ 0,45 7,32 £ 0,60 9,28 + 0,52 10,55 £ 0,66
a, A a, A b, A c, A

7. giin 7,28 £0,52 7,35 +0,53 9,31 £0,80 10,69 £ 0,87
a, A a, A b, A c, A

10. giin 7,37+ 0,39 7,33+0,49 9,35+ 0,59 10,48 £0,70
a, A a, A b, A c, A

ab¢ Ayny satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farki gdstermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.
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P-1 ve P-10 gruplarinda hemoglobin diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde
kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplar karsilastirildiginda hemoglobin diizeyinin 3., 7. ve 10.
giinlerde birbirinden farklilik gésterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki hemoglobin diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
grubundan herhangi bir farklilik géstermedigi saptand1 (p > 0,05).

P-1 grubunda 3., 7. ve 10. giindeki hemoglobin diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir farklilik belirlenmedi (p > 0,05).

Benzer sekilde P-10 grubunda da 3., 7. ve 10. giindeki hemoglobin diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik tespit edilmedi (p > 0,05).

3.7. Total Protein Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplarinin total protein diizeyinde zamana bagl olarak olusan degisimler Tablo 3.9’ da

sunulmustur.

Tablo 3.9. Kontrol ve deneme gruplarinda total protein (TP) diizeyi (mg/ml)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 27,33 £3,08 27,19 +3.,45 31,45+ 2,74 34,20+ 3,22
a, A a, A b, A c, A

7. giin 27,48 £ 2,16 27,26 £ 3,96 35,62 £4,07 38,75 +2,47
a, A a, A b, B c, B

10. giin 27,60 = 3,62 27,51 £3,11 38,01 £4,86 42,13+ 5,11
a, A a, A b,C c,C

ab¢ Ayny satirdaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farki gdstermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.
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P-1 ve P-10 gruplarinda total protein diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde
kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildii (p < 0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplarn karsilastirildiginda total protein diizeyinin 3., 7. ve 10.
giinlerde birbirinden farklilik gésterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki total protein diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10. giinlerinde kontrol
grubundan herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05).

P-1 grubunda 7. giindeki total protein diizeyinin 3. giindeki total protein
diizeyinden, 10. giindeki total protein diizeyinin ise hem 3. hem de 7. glindeki total protein
diizeyinden farkli oldugu gorildii (p < 0,05).

P-10 grubunda total protein diizeyinin 7. giinde 3. giinden, 10. giinde ise hem 3.
hem de 7. glinden farklilik gosterdigi belirlendi (p < 0,05).

3.8. Total Immunoglobulin Diizeyindeki Degisimler

Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda PBS ile polen enjekte edilen P-1 ve P-10
gruplarmin total immunoglobulin diizeyinde zamana bagli olarak olusan degisimler Tablo

3.10° da sunulmustur.

Tablo 3.10. Kontrol ve deneme gruplarinda total immunoglobulin (TI) diizeyi (mg/ml)

Deneme Gruplan

Giinler K PBS P-1 P-10

3. giin 12,28 £2,14 12,41 £2,60 14,95+ 2,04 15,86 +£3,10
a, A a, A b, A c, A

7. giin 12,33 £2,52 12,21 £2,22 16,02 + 3,30 18,75 £2,04
a, A a, A b,B c,B

10. giin 12,15+ 2,08 12,34 £2,86 17,91 + 3,58 20,06 £ 2,23
a, A a, A b, C c,C

abe Aymi satirdaki farkl harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

ABC. Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farki gostermektedir (p < 0,05).

K: Kontrol grubu; PBS: PBS enjekte edilen grup; P-1: 1 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup; P-
10: 10 mg/kg balik dozunda polen enjekte edilen grup.
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P-1 ve P-10 gruplarinda total immunoglobulin diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10.
giinlerinde kontrol ve PBS gruplarindan istatistiksel olarak farkli oldugu goriildi (p <
0,05).

Yalniz P-1 ve P-10 gruplarn karsilastirildiginda total immunoglobulin diizeyinin 3.,
7. ve 10. giinlerde birbirinden farklilik gosterdigi tespit edildi (p < 0,05).

PBS grubundaki total immunoglobulin diizeyinin denemenin 3., 7. ve 10.
giinlerinde kontrol grubundan herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05).

P-1 grubunda 7. giindeki total immunoglobulin diizeyinin 3. giindeki total
immunoglobulin diizeyinden, 10. giindeki total immunoglobulin diizeyinin ise hem 3. hem
de 7. glindeki total immunoglobulin diizeyinden farkli oldugu goriildi (p < 0,05).

P-10 grubunda total immunoglobulin diizeyinin 7. giinde 3. giinden, 10. giinde ise

hem 3. hem de 7. giinden farklilik gosterdigi belirlendi (p < 0,05).
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Herhangi bir yan etkisi olmayan, dogal olarak elde edilebilen ve ayrica
giiclii antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklere sahip polenin kimyasal o6zellikleri
bolgedeki cografik yapiya ve floraya gore degisebilmektedir (Eraslan vd., 2009; Yildiz vd.,
2013). Karbaril pestisidine kars1 ar1 polenin koruyucu etkisinin arastirildig bir ¢alisilmada,
kullanilan ar1 poleninin yapisinda organik asitler, flavonoidler, esterler, aldehitler,
hidrokarbonlar, terpenler, alkol, keton ve diger bazi bilesikler GC-MS analizi ile
belirlenmistir (Eraslan vd., 2009). Yildiz vd. (2013) tarafindan yapilan diger bir
arastirmada ise ratlarda karbon tetraklorid kullanilarak olusturulan karaciger hasarina karsi
ar1 poleninin koruyucu etkisi incelenmistir. Sonugta arastirmada kullanilan ve Zonguldak
bolgesinden toplanan polen orneklerinde dominant tiiriin kestane oldugu yapisinda nem,
kiil, protein, nisasta ve yaglari icerdigi belirlenmis, bununla birlikte toplam fenolik madde,
total flavonoid ve total karotenoid miktar1 gibi antioksidan ozellikleri saptanmistir. Bu
calismada da kestane tipi polen kullanilmis, polenin kimyasal analiz sonuglarina gore
yapisinda nem, kiil, protein, nisasta, seker ve farkli yag asitleri belirlenmis ayrica giiclii
antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu bulgular diger ¢alismalardan elde edilen
sonuglarla paralellik gostermektedir.

Nonspesifik immun direncin en 6nemli unsurlarindan birini olusturan fagositoz
baliklarda patojenik etkenlere karsi viicudu korumaktadir. Fagositozda makrofajlar ve
polimorfniikleer 16kositler (6zellikle nétrofiller) birinci derecede gorev alirlar ve fagositoz
olay1 kemotaksis, opsonizasyon, absorpsiyon, intraseliiler yitkim ve sindirim gibi farkl
safhalarda meydana gelir. Fagositik hiicrelerin aksiyon mekanizmasi respiratory burst
(solunum patlamasi) sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi seklindedir. Notrofillerin
fagositik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan NBT testi notrofillerin oksidatif radikal
iretiminin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Siwicki ve Studnicka, 1987). El-Asely vd.
(2014) tilapia (Oreochromis niloticus)' larda polen uygulamasinin baliklarda fagositik
hiicre (n6trofil ve monositler) sayisint denemenin 10 giiniinde, fagositik oran ve indeksi ise
denemeninin 10. 20. ve 30. giinlinde istatistiksel olarak 6nemli oranda arttirdigini ifade
etmistir. Bir ar1 iirlinli olan ve kimyasal yapis1 polenle benzerlik gosteren propolisin su ve
etanolik ekstraktmimn in vivo olarak enjeksiyonla 5 mg, yemle 0,1 ve 10 g kg™ dozunda

verildigi cipura baliklarinda fagosit ylizdesinin arttigi goriilmiistiir (Cuesta vd., 2005).



Abd-El-Rhman (2009) tarafindan da benzer sonuglar elde edilmis, ayni balik tiiriine
propolisin etanolik ekstraktinin enjekte edilmesiyle fagositik aktivitenin arttig
gorilmistiir. Mise Yonar vd. (2014) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada da 10 mg/kg
balik dozunda ve 10 giin silireyle oral yolla uygulanan propolisin sazanlarda NBT
aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. Benzer sekilde Yontiirk (2018) % 1, 2 ve 4 oraninda ve
21 giin siireyle polen igeren yemlerin oral yolla verildigi alabaliklarda NBT aktivitesinin
artt1g1 saptanmistir. Yukaridaki ¢alismalarla paralel olarak baliklarda immunostimulanlarin
kullanilmas1 sonucunda fagositik hiicrelerin sayisinin artmasiyla ya da reaktif oksijen
tiirlerinin iiretilmesi neticesinde nonspesifik immun cevabin aktive olabilecegi belirtilmistir
(Barman vd., 2013). Bu calismada NBT aktivitesinde belirlenen artigla bu bilgi teyit
edilmis, polen enjekte edilen P-1 ve P-10 gruplarinda NBT aktivitesinin yani nétrofillerin
oksidatif radikal iiretiminin arttig1 goériilmistiir.

Baliklarda eritrosit sayisi, hematokrit ve hemoglobin diizeyi ile eritrosit indeksleri
(MCV, MCH ve MCHC) gibi hematolojik parametrelerdeki degisimler balik sagligi icin
genel bir gosterge olarak kabul edilmekte ve bu parametreler balik sagligi hakkinda énemli
bilgiler sunmaktadir. Ayrica kan parametrelerindeki degisimler normal ve patolojik
stireclerin iyi anlasilabilmesi hakkinda da ipuglar1 vermektedir (Li vd., 2011; Dotta vd.,
2014). Arlardan elde edilen iriinlerin baliklarda bazi hematolojik degerlere etkisini
aragtiran bazi galismalar yapilmistir. Ornegin Selamoglu Talas ve Gulhan (2009), giilii bir
antioksidan olan propolisin 0,01 g/L, 0,02 g/L ve 0,03 g/L konsantrasyonlarinda
uygulandigi alabaliklarda eritrosit sayist ile hematokrit ve hemoglobin diizeyinin
diistiiglinii saptamislardir. Yonar ve Silici (2010), 5 ve 10 g/kg yem dozunda uygulanan
propolisin gokkusagi alabaliklarinda eritrosit sayisint dnemli oranda arttirdigini
belirlemislerdir. El-Asely vd. (2014) sirasiyla % 1, % 2,5 ve % 4 oraninda polen igeren
yemlerin uygulandigi tilapia (Oreochromis niloticus)' larda hematokrit diizeyinin
denemenin 10., 20. ve 30. giinlerinde istatistiksel olarak ©Onemli oranda arttigim
gozlemlemislerdir. Tilapialarin hematokrit diizeyinde belirlenen bu artis % 1, 2 ve 4
oraninda ve 21 giin siireyle polen igeren yemlerin oral yolla verildigi alabaliklarda da
saptanmigtir (Yontiirk, 2018). Talas ve Gulhan (2013) farkli konsantrasyonlarda (0.5, 2.5,
5, 10, 20 ve30 ppm) 96 saat siireyle uygulanan polen alabaliklarda eritrosit sayisi ile
hematokrit ve hemoglobin diizeyini kontrol grubuna gore arttirdigini ifade etmislerdir.
Benzer sekilde bu ¢alismada da kontrol ve PBS grubuna gore polen enjekte edilen P-1 ve

P-10 gruplarinda eritrosit sayist ile hematokrit ve hemoglobin diizeylerinin istatistiksel
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olarak farklilik gosterdigi, yine yalniz polenin uygulandigi P-1 ve P-10 gruplarn
karsilagtirildiginda da gruplar arasinda istatistiksel bir farkliligin bulundugu tespit
edilmistir.

Lokositler nonspesifik bagisiklikta ¢cok onemli bir rol oynamaktadir. Lokosit sayisi
veya aktivitesi baliklarin genel saglik durumunu gosterebilir (Yonar vd., 2019). El-Asely
vd. (2014), sirasiyla % 1, % 2,5 ve % 4 oraninda ve 30 giin siireyle polenin uygulandigi
tilapia (Oreochromis niloticus)' larda nétrofil ve monosit sayilarinin kontrol grubuna gore
calismanin 10., 20. ve 30. giinlerinde istatistiksel olarak 6nemli oranda arttigini
gostermislerdir. Talas ve Gulhan (2013) 96 saat siireyle 0.5, 2.5, 5, 10, 20 ve 30 ppm
konsantrasyonlarinda uygulanan polenin alabaliklarda 16kosit sayisini  arttirdigini
belirtmislerdir. Polenin 1 ve 10 mg/kg dozunda enjekte edildigi bu ¢alismada da yukaridaki
arastirmacilarin elde ettigi sonuclarla uyumlu bir sekilde sazanlarin 16kosit sayisi
istatistiksel olarak artmistir. Bu sonug¢ polenin immunostimulan etkisini gostermektedir.

Nonspesifik bagisikligin humoral unsuru olarak kabul edilen. toplam plazma
proteini (Jeney vd., 1997) lizerine bitkisel kokenli farkli immnustimulanlarin etkilerinin
arastirildigi bazi c¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin Immanuel vd., (2009) tilapia
(Oreochromis mossambicus)’ da dort farkli bitkisel tibbi ekstraktin, Das vd., (2013) ise
Lobeo rohita tiirii baliklarda feslegen (Ocimum sanctum)’ in total protein diizeyine etkisini
incelemislerdir. Her iki calismada da bitkisel ekstrakt uygulanan baliklarda total protein
diizeyinin arttig1 goériilmiistiir. Diigenci vd., (2003) Okseotu, 1sirgan otu ve zencefilden
olusan ti¢ farkl bitkisel ekstraktin oral olarak uygulandig1 gokkusag: alabaliginda plazma
protein diizeyinin kontrol grubuna gore yiikseldigini belirtmislerdir. Polen kullanilarak
yapilan diger bir arastirmada ise % 1, % 2,5 ve % 4 diizeyinde polen iceren yemin verildigi
tilapia (Oreochromis niloticus)' larda total plazma protein diizeyinin % 2,5 ve % 4
oraninda polen uygulanan gruplarda istatistiksel olarak 6nemli oranda arttig1 belirlenmistir
(El-Asely vd., 2014). Benzer sekilde % 1, 2 ve 4 diizeyinde ve 21 giin siireyle polenin
yemle oral olarak verildigi alabaliklarda da total plazma protein diizeyinin arttigi
gozlemlenmistir Yontiirk (2018). Bu ¢aligmada P-1 ve P-10 gruplarinda total protein
diizeylerinin kontrol ve PBS gruplarina gore arttig1 saptanmistir. Bu sonug¢ yukarida adi
gecen farkli dogal immunostimulan veya polen kullnan arastirmacilarin bulgulariyla
paralel bulunmustur.

Immunoglobiilinler baliklarda spesifik bagisikligm en énemli unsurlarindan birisini

olusturmaktadir. Bilindigi gibi antikorlar; viicudun antijenik uyarimlar1 sonucu plazma
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hiicreleri tarafindan sentezlenen ve antjenlerle birleserek reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterindeki molekiiller olup B lenfositlerin bagkalagmasi ile ortaya ¢ikar (Tizard, 1992;
Arda vd, 1994; Dalmo vd., 1997; Diker, 1998). Siwicki vd. (1994) farkh
immunostimulanlarin yemle oral olarak uygulandig1 alabaliklarda antikor diizeyinin
kontrol grubundan yiiksek oldugunu belirlemistir. Cipura baliklarinda yapilan bir
calismada vitamin A, Kkitin, levamisol gibi immunostimulanlarin uygulanmasiyla
immunoglobulin M diizeyinin arttig1 ifade edilmistir (Cuesta vd., 2004). Bir ar1 iiriinii olan
propolisin oral ve enjeksiyonla verildigi baska bir arastirmada total immunoglobulin
diizeyinin arttig1 gézlemlenmistir (Yonar, 2008). Baska bir ari iiriinii olan polenin % 1, 2
ve 4 diizeyinde ve 21 giin siireyle yemle verildigi alabaliklarda da total immunoglobulin
diizeyinin arttig1 gosterilmistir (Yontiirk 2018). Benzer sekilde bu ¢alismada da polenin
oral yolla uygulandig1 sazanlarda total immunoglobulin diizeyinde istatistiksel olarak
onemli bir artig gorilmiistir. Antikor diizeyinde belirlenen artisin nedeni uygulanan

polenin yapisinda belirlenen yag asitleri olabilir (Puangkaew vd., 2004).
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5. ONERILER

Bu arastirmadan elde edilen sonucglara gore, sazanlarda bazi hematolojik ve
immiinolojik parametreler polen enjeksiyonuyla olumlu yonde etkilenmistir. Bu veriler
polenin baliklara immunostimulan olarak uygulanabilecegini gostermistir. Ayrica deneme
sonuna kadar enjeksiyonla polen verilen baliklarda herhangi bir 6lim olaymnin
ger¢eklesmemis olmasi bu maddenin giivenle kullanilabilecegini gostermistir. Fakat bagka
balik tiirlerinde farkli doz ve siirelerde ve farkli yontemlerle polen uygulamasinin

sonuglarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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