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OZET

SIPERMETRIN UYGULANMIS BALIK DOKULARINDA
PROPOLIS iLE MEYDANA GELEN BiYOKIMYASAL DEGISIMLER

DOGAN, Hiisnii
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi

Biyoloji AnaBilim Dal1

Danigman : Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU

Subat 2015, 44 sayfa

Bu calismada, sipermetrine maruz birakilmis gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss)
dokularinda propolisin tedavi edici etkileri incelenmistir. Sipermetrin, sucul
organizmalarda ve g¢evrede toksik etkilere neden olabilmektedir. Yapilan ¢aligsmalar
neticesinde sipermetrinin subletal dozu 0,082 ppm olarak belirlenmistir. Bal arilari
tarafindan iiretilen propolis, polifenolik bilesikleri, kafeik asit tiirevleri ve flavonoidleri
iceren dogal bir {riindiir ve icerigine baglh olarak antioksidan &zellik
gosterebilmektedir. Propolisin  tedavi edici konsantrasyonu 10 ppm olarak
belirlenmistir. Sipermetrine maruz birakilmis gokkusagi alabaliklarinin kalp ve dalak
dokularinda katalaz (CAT) aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) diizeylerini belirledik.
Sonu¢ olarak sipermetrin uygulanmis balik dokularinda CAT aktiviteleri ve MDA
seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (P<0.001).
Sipermetrin+propolis uygulanan balik dokularinda CAT aktiviteleri ve MDA diizeyleri
sipermetrin grubuyla karsilastirildiginda anlamli bir sekilde azalmistir (P<0.001).
Propolis gokkusagi alabalik dokularinda terapdtik etki gdstermistir. Bu 6zelligine bagl
olarak propolis sucul organizmalarda pestisit toksisitesine kars1 antioksidan ajan olarak

kullanilabilir.

Anahtar Sozciikler: Dalak, kalp, katalaz,malondialdehit, Oncorhynchus mykiss, propolis, sipermetrin.
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SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE BIOCHEMICAL EFFECTS OF PROPOLIS ON
FISH TISSUES EXPOSED TO CYPERMETHRIN

DOGAN, Hiisnii
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Zeliha SELAMOGLU

February 2015, 44 pages

The aim of this study was to investigate the therapeutic effects of propolis on
biochemical parameters in tissues of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) exposed to
cypermethrin. Cypermethrin is a potential toxic pollutant that directly threats the aquatic
ecosystems and environment. Sublethal cypermethrin concentration of 0.0082 ppm was
applied to the fish for 96 h. Propolis is a natural product collected from plants by honey
bees. Its polyphenolic components, caffeic acid derivatives and flavonoids in particular,
are matter of interest because of their strong antioxidant properties. Therapeutic
concentration of propolis has been determined as 10 ppm in a previous study. Herein,
catalase (CAT) activities and malondialdehyde (MDA) levels were determined in spleen
and heart tissues of rainbow trouts. Results showed that CAT activities and MDA levels
increased (P<0.001) in tissues of fish exposed to cypermethrin compared to control
group. CAT activities and MDA levels in the tissues of fish decreased in
cypermethrin+propolis group (P<0.001) compared to cypermethrin group. Propolis (10
ppm) on the tissues of the rainbow trout showed significant therapeutic effects. Propolis

may serve as an antitoxic agent against pesticide toxicity to aquatic animals.

Keywords: Catalase, cypermethrin, heart, malondialdehyde, Oncorhynchus mykiss, propolis, spleen.
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ONSOZ

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, sipermetrine maruz birakilmis gokkusagi alabalik
(Oncorhynchus mykiss) dokularinda propolisin tedavi edici 6zelligini inceleyebilmek
amactyla katalaz (CAT) aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) degerleri belirlendi.
Sipermetrin uygulanan balik dokularinda CAT aktiviteleri ve MDA diizeyleri kontrol
grubuna gore artmistir. Ancak sipermetrint+propolis uygulanan balik dokularinda CAT
aktiviteleri ve MDA diizeylerinde sipermetrin uygulanan balik dokularinin CAT
aktiviteleri ve MDA diizeylerine gbre azalma gdzlenmistir. Propolis sipermetrinin
toksik etkisini inhibe etmistir. Buna bagli olarak propolisin sipermetrine toksik
etkilerine kars1 sucul organizmalari koruyabilen antioksidan ajan olarak

kullanilanabilecegini sdyleyebiliriz.

Yiiksek lisans tez ¢alismamin yiiriitiilmesi esnasinda bana her tiirlii destegi saglayan
danmisman hocam, Sayin Dog. Dr. Zeliha SELAMOGLU na, deneysel galismalar boyunca
yardimlarini esirgemeyen Indnii Universitesi’nden Dog. Dr. ilknur OZDEMIR’e, Aksaray
Universitesi’nden Yrd. Dog. Dr. Mehmet Fuat GULHAN’a, Dicle Universitesi’nden Ars.
Gor. Oguz CAKIR’a ve Nigde Universitesi’nden Yiiksek Lisans Ogrencisi Cihan
DUSGUN’e tesekkiirlerimi sunarim. Her tiirlii maddi ve manevi destegini esirgemeyen
esim Hamide DOGAN’a ve aileme ¢ok tesekkiir ediyorum. Bu ¢alismaya FEB 2007/13
numarali proje ile destek saglayan Nigde Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine

ve calisanlaria katkilarindan dolayi tesekkiir ederim.
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BOLUM I

GIRIS

Endiistrinin gelismesiyle beraber zararli maddelerin bilingsiz olarak dogaya verilmesi
su, toprak ve havanin zararli madde igeriginin artmasina yol agarken bu ortamlarda
bulunan canlilarin toksik ajanlardan gesitli sekillerde etkilenmesine sebep olmaktadir
(Sayili ve Akman, 1994; Ozmen, 1998; Murphy, 2001). Cevre kirliligine yol agabilen
maddelerden biri olan pestisitler; kullanim kolayligi ve ucuz maliyetinden Otiirii
bocekler, yabanci otlar, bazi hasereler ve hastalik faktorlerine karst miicadelede oldukga
genis yer tutmaktadir (Begum ve Vijayaraghavan, 1999). Tarimda yaygin bir sekilde
kullanilan ve kullanildiginda kalintilar1 suya kolayca gecebilen pestisitler besin zinciri
boyunca sucul organizmalar ve insanlara kadar ulasabilmektedir (Das ve Murkherjee,
2003; Borges vd., 2007). Etki ettikleri canl1 gruplarina gore pekgok alt gruba ayrilabilen
pestisitlerden sipermetrin; endiistride, tarimda ve ev hagereleriyle miicadelede oldukga
yaygin olarak kullanilan bocek oldiiriicii maddedir (Caliskan vd., 2003; Yilmaz vd.,
2004). Sentetik piretroit olan sipermetrinin bilingsiz bir sekilde kullanimi toprak ve su
kirliligine sebep olmakla beraber igeriginde mevcut olan kimyasal maddeler bu
ortamlarda bulunan canlilar icin toksik etki olusturabilmektedir (El Sayed vd., 2007).
Cevresel faktorler ile canli organizmalarda da birgok olumsuz etkiler gosterebilen bu
toksik {drlinlerin uzaklastirilmasi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
araciligiyla  saglanabilmektedir. Hiicrelerde oksidan {iretimindeki artis ve
antioksidanlardaki azalma ile ortaya cikabilen oksidatif strese bagli olarak kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt, artritler ve norodejeneratif bozukluklar
olusabilmektedir (Son vd., 2007; Kishikawa vd., 2010). Endojen ve ekzojen faktorlerle
olusturulan oksidatif stresin gideriminde kullanilan antioksidanlar arasinda siklikla
kullanilan ve etkili olan birgok dogal iiriin yer almaktadir. Ozellikle bu dogal iiriinler
arasinda son yillarda siklikla kullanilan ar1 dirinleri 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bal arilar1 tarafindan iiretilen ve dogal bir iiriin olan propolis; doku ve hiicrelerde toksik
olabilen kimyasal maddeler arasindaki dengenin saglanabilmesi amaciyla antioksidan
olarak kullanilabilmektedir (Simsek vd., 2009). Bal arilar1 tarafindan belirli aga¢ ve

bitki tiirlerinin tomurcuk ve reginelerinden toplanan propolis; kimyasal
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komposizyonunda 210°dan fazla bilesik icermesinden dolayr antimikrobiyal,
antioksidan, antimutajenik, immiinomodiilatdr ve sitotoksik etkiler gosterebilmektedir

(Cuesta vd., 2005; Buratti vd., 2007; Estevinho vd., 2008; Miguel vd., 2010).

Suya kolayca gegebilen sipermetrin sucul ortamlarda yasayan organizmalardan olan
baliklarin dokularinda birikim yaparak toksik etki olusturabilecegi gibi besin zinciri
yoluyla da insanlara ulasarak olumsuz etkilere yol acabilmektedir. Bu bilgiler 1s181nda
belli konsantrasyonda sipermetrin uygulanmis gokkusagi alabaliklarina propolis
uygulanmas1 sonucu kalp ve dalak dokularinda bazi biyokimyasal parametrelerdeki
degisimlerin incelenmesi yoluyla bu maddelerin alabalik dokular: iizerine etkilerinin

gbozlenmesi amaglanmistir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Pestisitler ve Ozellikleri

Zararlh organizmalar1 engellemek, kontrol altina almak ya da zararlarin1 indirgemek
amaciyla kullanilan ve bilesimi kimyasal madde, viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir
ajan, antimikrobik, dezenfektan olabilen pestisitler, zirai miicadele arastirma ve
uygulamalarinda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan preparatlardir (Delen vd., 2005).
Insanlarin besin kaynaklarina ve tarimsal alanlara zarar verebilen bocekler, bitki
patojenleri, yabani otlar, yumusakgalar, solucanlar ve mikroorganizmalar baslica zararl
organizmalar olarak diisiiniilebilmektedir (Durmusoglu vd., 2010). Pestisit benzeri
maddeler, pestisit gibi kullanilan ya da bu alana dahil edilebilen biyopreparatlar, bocek
ve bitki gelisim diizenleyicileri, feromonlar ve diger cezbediciler, beslenmeyi
engelleyiciler, repellentler, bitki aktivatorleri, fizyolojik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan preparatlar ve benzeri maddeler; her ne kadar yararli gibi goziikse de
pestisitler insanlar ve diger hedef dis1 organizmalar i¢in toksik etkilere yol

acabilmektedir (Delen vd., 2005; Durmusoglu vd., 2010).

Fiziksel yapilarina, formulasyon sekillerine, etkiledikleri zararlilara (insektisit,
fungusit, fungustatik, herbisit, rodentisit, vb.) ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik
donemine, icerdikleri aktif maddenin cins ve grubuna, zehirlilik derecesine ve kullanim
teknigine gore pestisitler siniflandirilabilmektedirler ve klorlandirilmis hidrokarbonlar,
organik fosforlu pestisitler, karbamatli insektisitler, piretroit insektisitler olarak da ¢ok
degisik sekillerde yer alabilmektedirler (Yamanel vd., 2004; Yildiz vd., 2005; Delen,
2008). Piretroit insektisitler; Piretrum cinsine ait belirli tlirlerin ¢igeklerinden elde
edilebilmekte ve dogal piretrumlarin insektisit olarak pekcok avantaji bulunmaktadir
(Polat vd., 2002; Pimpao vd., 2007). Genis spektrumlu, memelilere karsi toksisitesi
oldukea diisiik ve normal sartlar altinda kisa siirede parcalanabilen piretroit insektisitler
tiretim maliyetinin oldukga yiliksek olmas1 ve iiretiminin siirekliliginin olmamasi sebebi

ile de dezavantajlidirlar. Isiga dayanikli ve kalint1 etkisi yiiksek insektisitler olarak
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tarimda genis kullanim alani1 bulan sentetik piretroitlerin insanlar lizerinde sistemik ve
akut toksisiteleri diistiktiir (Atamanalp vd., 2002; Borges vd., 2007; Durmusoglu vd.,
2010).

Pestisitler yalnizca toprak kirliligine yol agmakla kalmaz, ayni zamanda topraktan
havaya buharlagip yer alt1 kaynaklarina sizarak veya akarak da su ve hava kirliligine
sebep olabilmektedirler. Toprak vasitasiyla bitkilere gecebilen pestisitler toksik diizeyde
birikim yapabilmektedirler (Atasoy, 2007).

Diinyada ve lilkemizde zararlilar1 yok etmek, daha rahat bir yasam ve kaliteli {iriinler
elde etmek amaciyla kullanilmakta olan pestisitler, hedef organizmalar1 yok ettigi gibi
hedef dis1 canlilara da zarar verebilmektedirler (Sekil 2.1.). Bu maddeler hedef dis1
organizmalari baslica sinir sistemi, endokrin sistem, immiin sistem, karaciger, kas, kalp,
kan, bosaltim ve diger sistemler iizerinden etkileyebilmektedirler (Tarak¢i ve Tiirel,
2009).

"".-‘ Bosinles ,‘

Toprakia pestisii

konsanirusyonu

e fear sular |l
gikriidenms

Sekil 2.1. Pestisitlerin dogadaki hareketleri (Giiler ve Cobanoglu, 1997)
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2.1.1 Sipermetrin

Sentetik piretroit insektisit olan sipermetrin, bir slis bitkisi  (Chrysanthemum
cinerariafolium) tarafindan iretilen dogal pretrinlerin sentetik analogu olup 1970’li
yillarin sonundan bu yana tarim iriinlerini haserelere karsi korumak amaciyla kullanimi
giderek yayginlasan toksik bir maddedir (Polat vd., 2002; David, 2004; Yilmaz vd.,
2004; Dobsikova vd., 2006; Jaensson vd., 2007). Iyi bir insektisit olan sipermetrin
memelilere ve kuslara kars1 diisiik toksisiteye sahip iken suda yasayan canlilara kars1

toksik etkisi oldukea yiiksektir (Dobsikova vd., 2006).

CH9CINO; ([R,S]a-cyano-3-phenoxybenzyl-2,2-dimetyl(1R,1S)-cis,trans-3-(2,2-
dichlorovinly) cyclopropanecarboxylate) yapisinda ve molekiil agirligit 416.30 olan
sipermetrinin o, § ve ® olmak {izere 3 farkli izomeri bulunmaktadir (Sekil 2.2.). Kuslar
ve memeliler i¢in oldukg¢a zayif toksisite gdsteren, ancak sucul canlilar i¢in oldukga
toksik olabilen sipermetrinin aktif izomerini igeren a- sipermetrin; sinekler, sivrisinekler
ve diger haserelere karst da olduk¢a etkilidir. Sipermetrinin viicutta kalma siiresi
toksisitesini etkilemekte olup baliklarda kus ve memelilere gére daha yavas metabolize

olarak daha gec¢ atilmaktadir (Yilmaz vd., 2004).

(5) (1R}-cis -

cl
-
SO0 CHapn. 0N
cl e o
H HH¢ | = | =
CH, o -
H CH: H
cl
~cscH ¢ CO;a _.CHN
cl CH. Ll SN
H | |
- =

(R (15)-cis-

Alpha-Cypermethrin

CH
cl cH, :
C=CH —V—COZCH o
< et =
Cl | [
CH, = =

Beta-cypermethrin

Sekil 2.2. Alfa ve beta sipermetrinin kimyasal yapisi

(http://www .skybluepestcontrol.com.tr)
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Sipermetrinin ¢evreye olan ekotoksikolojik etkileri lizerine yapilan ¢aligmalarda hedef
dis1 organizmalar olarak baliklar da dikkat ¢ekmektedir. Sigir, koyun ve kiimes
hayvanlarinda bulunabilen ektoparazitlerin kontrol altinda tutulmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan sipermetrin ektoparazitlere karsi kemoterapotik bir ajan olarak da etki
gostermistir (Velisek vd., 2006). Tarimda, veteriner hekimlikte, ormancilikta, ¢evre
sagliginda, depolanmis iirlinlerin muhafaza edilmesinde, haserelerle miicadelede yaygin
olarak kullanilan ve oldukca genis spektrumlu olan sipermetrin, dolayli olarak ulastigi
balik dokularinda metabolizma ve enzim aktiviteleri iizerine olumsuz etkiler gostererek
fizyolojik ve biyokimyasal siireci de olumsuz yonde etkilemektedirler (Yavuz vd.,
1996; Kamalaveni vd., 2001). Sucul alanlarda yalnizca baliklara degil eklembacaklilara
ve zooplanktonlara da toksik etki gosterebilen sipermetrinin stereokimyasal yapisina

bagli olarak toksik diizeyi degisiklik gosterebilmektedir (Ural ve Saglam, 2005).

Sicaklikla sipermetrinin toksisite orani ters orantilidir, dolayisiyla kuzey iklim
bolgelerinde kullanimi avantaj teskil etmektedir. Piretroitlerin besin zinciri boyunca
biyolojik birikimi fazla olmamakla beraber hedef disi organizmalarda toksik etkiye
sebep olabilen konsantrasyon diizeyi ppb (ug ¢ozinen/ kg veya litre c¢ozelti)
seviyelerindedir. Buna bagli olarak sipermetrinin organizmalar iizerinde toksik etkiye
sebep olabildigi durumlarda iyilesme hizli bir sekilde gerceklesebilmektedir (Polat vd.,
2002). Ancak balik solungaglarindan sipermetrin lipofilik yapist sayesinde biiylik
oranda absorbe edilmektedir. Sipermetrinin sebep olabilecegi bu tip toksik etkilere
maruz kalma sonucunda, baliklarda enzim sistemlerinin yetersiz olmasina paralel olarak
oksidatif stres gelisebilmektedir (Atamanalp vd., 2002; Gowland vd., 2002; Borges vd.,
2007).

Sentetik piretroitlerin agir1 kullanilmasiyla beraber sipermetrin yeralt1 sular1 ve sellerle
g0l ve nehirlere taginarak ¢evre ve su kaynaklarinda fizikokimyasal olarak kirlenmelere
yol agmaktadir. Suya karisan pestisitler, suda oksijenin azalmasina bagli olarak
zehirlenmeye ve baliklarda kitlesel Oliimlere sebep olabilmektedir (Atamanalp vd.,
2002). Baliklarda piretroit toksisitesinden etkilenme durumlart su sicakligi ve viicut
agirligy ile ters orantili olarak gerceklesmektedir. Kiiciik baliklar (1g) biiyiik baliklara
(200g) gore toksik etkiye karsi yaklasik olarak 100 kat daha fazla tolerans
gostermektedirler (Yilmaz vd., 2004).



Pestisitler baliklar1 dogrudan oldiirebilecegi gibi, yumurta iiretimini engelleyerek ve
tiremeyi durdurarak da balik populasyonlart tiizerinde olumsuz etkilere yol
acabilmektedirler. Yavru baliklar erginlere gore daha hassastirlar. Pestisitlerin su ile
cOzdiirlilerek hazirlanan preparatlar1 sucul ortamlarda daha kisa zaman igerisinde
etkisini gosterebilmektedir. Toz ve graniil halinde kullanilan pestisilerin su igerisinde
askida kalmalarma bagli olarak aktif maddelerinin dagilimi daha uzun zaman
almaktadir. Baliklar askida kalan bu pestisitleri aldiklarinda zehirlenebilmektedirler
(Atamanalp vd., 2002). Pestisitlerin organofosforlu bilesikler igermesine bagli olarak
baliklarda asetilkolinesteraz aktivitesinin engellenmesi ve norotoksik etkiler ortaya
cikabilmektedir (Begum ve Vijayaraghavan, 1999). Sipermetrin in vivo ve in vitro
olarak bircok doku ve eritrositlerde serbest radikal iireterek oksidatif strese sebep

olabilmektedir (Yu-Tao vd., 2008).

2.2 Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Solunum, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon reaksiyonlar1i gibi viicut igerisinde
gerceklesen metabolik ve fizyolojik faaliyetler ile sigara dumani, hava kirliligi, iyonize
radyasyon gibi dis etmenlerin etkisiyle reaktif oksijen tiirleri olusabilmektedir (Young
ve Woodside, 2001). Organizmada reaktif oksijen tiirleri ile antioksidanlar arasindaki
dogal dengenin oksidanlar lehine bozulmasi durumunda oksidatif stres meydana
gelebilmektedir (Abja ve Albertini, 2001; Mayne, 2003). Oksidatif stres oksidatif
lezyonlara, doku hasarlarina, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine sebep olabilmektedir
(Kiling ve Kiling, 2002). Oksijenli solunum yapan canlilarin kullanmak zorunda oldugu
O, tam indirgenerek suya doniigiirken tek elektron alarak indirgendiginde siiperoksit
radikali (O,7)’ne, iki elektron alarak indirgendiginde ise hidrojen peroksit (H,O,)’e
doniismektedir. Elektron tasima zinciri ve sitokrom P450 sistemi gibi ¢esitli biyolojik
reaksiyonlar sonucunda olusan siiperoksit radikalinin temel kaynagi elektronlarin
transferi sirasinda meydana gelen elektron kacaklaridir (Beyer, 1990; David ve
McCord, 1999). Su hiicre i¢in toksik degil iken siiperoksit radikali, hidroksil radikali
(HO™) ve hidrojen peroksit hiicreler i¢in toksik etkiler gostermektedir. Reaktivitesi
oldukca diisiik olan siiperoksit radikali; hidrojen peroksit ve ge¢is metallerinin iyonlar1
ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmaktadir (Mathes ve Nahai, 1997).

Hidrojen peroksit; siiperoksit radikalinin bir elektron alarak indirgenmesi ya da
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molekiiler oksijenin iki elektron almasiyla olusurken bu reaksiyonlar biyolojik
sistemlerde genel olarak kendiliginden ya da siliperoksit dismutaz aktivitesi ile
gerceklesebilmektedir (Mathes ve Nahai, 1997). Bu molekiil, yapisinda paylagilmamis
elektron bulunmadigr icin radikal 6zelligi gostermez ancak biyolojik zarlar1 kolayca
gecebildigi i¢in tehlike arz edebilir (Kiling ve Kiling, 2002). Hidroksil radikali; hidrojen
peroksitin Fenton ve Haber-Weiss tepkimeleri ile olusturulur. Hidroksil radikali bilinen
giiclii ve en reaktif oksijen tiirevidir. Tekil oksijen ise ortaklanmamis elektronu
olmamasima ragmen serbest radikal reaksiyonlarina sebep oldugundan oldukga

tehlikelidir (Mathes ve Nahai, 1997; Kiling ve Kiling, 2002).

2.3 Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar serbest radikal olusumunu engelleyerek ya da canlida bulunan radikalleri
siiptirerek  hiicreleri  korumaktadirlar. Antioksidanlar; enzimatik ve enzimatik

olmayanlar seklinde iki grupta incelenebilir (Nagai vd., 2005; Ardag, 2008).

2.3.1 Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD); siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene indirgeyen enzimdir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit zincirleme radikal
reaksiyonlarin baglaticis1 olan siiperoksiti indirgediginden oksidatif strese karsi ilk
savunma asamasi olarak diisliniilmektedir (Ardag, 2008). Katalaz; hidrojen peroksiti su
ve oksijene pargalayan, peroksizomlarda lokalize olmus, yapisinda 4 “HEM” grubu
bulunduran bir hemoproteindir (Ardag, 2008). Glutatyon peroksidaz (GPX); hidrojen
peroksit ve biiylik molekiillii lipit hidroperoksitlerin noétralize edilmesinden sorumlu
enzimdir. Yiksek miktarda hidrojen peroksit varliginda ise rediikte glutatyonun okside
glutatyona doniisiimiinii katalizlerken hidrojen peroksiti suya doniistiirmektedir
(Demirsoy vd., 2003). Glutatyon-S-transferaz; lipit hidroperoksitlere kars1 Se-bagimsiz
glutatyon peroksidaz aktivitesi gésteren enzimdir (Ardag, 2008).



2.3.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar sentetik ve sentetik olmayanlar seklinde iki grupta
incelenebilir (Cakmakg¢1 ve Celik, 2000). Tersiyer biitilhidrokinon, gallatlar,
nordihidroguareyetik asit, biitillenmis hsidroksianisol ve biitillenmis hidroksitoluen

sentetik antioksidanlar sinifindadirlar (Cakmakg1 ve Celik, 2000).

Dogal antioksidanlar olarak vitaminler olduk¢a dnemli bir yer tutmaktadir. C vitamini;
yesil sebze, meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunan ve suda ¢oziinebilen ¢ok
giiclii bir indirgeyici ajandir. C vitamini siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle kimyasal
aktiviteye girerek onlar1 temizler (Gardner vd., 2000). E vitamini; a-, B-, 6-, y-
tokoferoller ve tokotrienollerin olusturdugu 8 farkli izomerik yapiya sahiptir. Kimyasal
olarak aktif kismini olusturan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka sayesinde
antioksidan 6zellik gosterebilir ve O,”, HO', tekil oksijen, lipit peroksil radikallerini ve
diger radikalleri temizleyen giiclii bir antioksidandir (Landvik vd., 1998; Ardag, 2008).
Karotenoidler; sari, turuncu veya kirmizi renkte olabilen, yapisinda konjuge cift bag
bulunduran, pek c¢ok bitki, alg ve kii¢iikk organizmalarda yer alan, yagda ¢oziinebilen

dogal antioksidanlardir (Ardag, 2008).

Polifenolik bilesikler; fenolik bilesikler, metillenmis veya glikozillenmis birden fazla
hidroksil grubu iceren aromatik bilesiklerdir ve yaklasitk 5000 iiyesiyle fenolik
bilesiklerin en biiyiik grubunu flavanoidler olugturmaktadir (Sekil 2.3.). Polifenollerin
serbest radikal siipiirme (antioksidan) aktivitelerinin en biiyiik gostergesi ise hidrojen

veya elektron verici ajanlar olarak indirgen 6zellige sahip olmalaridir (Ardag, 2008).
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Sekil 2.3. Flavonoidlerin temel kimyasal yapilar1 (Ardag, 2008)
2.4 Propolis

Propolis; bal arilar1 (4pis mellifera L.)’nin agaclarin yaprak ve kabuklarindan, bitkilerin
tomurcuk ve filizlerinden topladiklar1 6zel re¢ine ve mumsu maddeleri tiikiiriik
enzimleriyle biyokimyasal olarak degisiklige ugratarak olusturdugu ve igerigi toplandigi
vejetasyona bagli olarak degisebilen ari {iriiniidiir. Arilar tarafindan propolis kovan i¢
yiizeyinin kaplanmasi, yarik ve c¢atlaklarin kapatilmasi, peteklerin kenarlarinin
sertlestirilip onarilmasi, yaz sonunda g¢ergevelerin baglanmasi, kovan giris deliginin
kii¢iiltiilmesi, ana ar1 yumurtlamadan 6nce petek gozlerinin cilalanmasini saglamak i¢in

tiretilebilmektedir (Kumazawa vd., 2004; Kutluca vd., 2006; Silici ve Giiglii, 2010).
2.4.1 Propolisin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri

Elde edildigi kaynaga ve depolanma siiresine bagli olarak rengi sari-yesilden koyu
kahverengiye kadar degisen propolis yapiskan ve regineli bir maddedir (Silici, 2003;
Silici ve Gii¢li, 2010). Giines 1smlarinin etkisiyle elastikiyetini kaybedebilen propolis,
ortamin sicakligi 15°C’nin altina diistiigiinde sertlesip kolayca kirilabilen gevrek bir hal
almaktadir. Genellikle alkolde (etanol, metanol) ¢oziinen propolis suda ve

hidrokarbonlarda ¢ok az miktarda ¢oziiniirken, eter veya kloroformda ise tamamen
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¢oziinebilmekte ve erime sicakligi 80°C ile 105°C arasinda degisebilmektedir (Schmidt,
1997).

Propolisin kimyasal bilesimi elde edildigi bitkiye, toplandigi bolgeye, koloniye ve
mevsime gore degisiklik gosterebilmektedir. Yapisinda %50 regine ve balsam, %30
balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger organik madde
icerdigi kaydedilmistir (Silici ve Giiclii, 2010). Propolisin igeriginde; prenillenmis p-
kumarik asitler, asetofenon tiirevleri, lignanlar, diterpenik asitler, triterpenler, ugucu
bilesenler, monoterpenler, seskuiterpenler, aromatik bilesenler (ksiloz, galaktoz,
mannoz, glukoronik asit, laktoz, maltoz, melibioz, eritritol, ksilitol) bulunmaktadir
(Bankova vd., 2000). Ayrica propolis; polifenoller (flavonoid aglikonlar, fenolik asitler)
ve onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar, kumarinler, stereoidler,
aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi ¢esitli bilesikleri de igermektedir. Propolisin
yapisinda polifenollerden; pinosembrin, pinobanksin, akasetin, krisin, rutin, katesin,
naringenin, galangin, luteolin, kampferol, apigenin, mirsetin, kuarsetin gibi
flavonoidlerin yani sira 9-hekzadekanoik asit, kafeik asit, sinnamik asit, ve ferulik asit
gibi fenolik asitler de bulunmaktadir (Marucci vd., 2001; Silici, 2003). Propolisin
icerdigi enzimlere ise siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfataz ve

asit fosfataz 6rnek gosterilebilir (Silici, 2003).

Propoliste mangan, ¢inko, barit, titan, bakir, kursun, nikel, kobalt, vanadyum, krom,
kalay (0-110,60 mg/100g), kalsiyum, fosfor, potasyum, kiikiirt, sodyum, klor, demir,
magnezyum, molibden, alliminyum, silisyum, civa, selenyum, zirkonyum, flor ve
antimon minarelleri bulunmaktadir (Ozan, 2006; Cantarelli vd., 2011). B1, B2, B6, C ve
E vitamini ile nikotinik ve pantotenik asiti icerebilen propolis (Ozan, 2006) serin, glikol,
asparajin, glutamik asit, alanin, triptofan, fenilalanin, sistin, lizin, histidin, arginin,

prolin, trionin olmak iizere 8—17 kadar aminositi barindirmaktadir (Bankova vd., 2000).

Propolis;  antibakteriyel,  antiviral,  antifungal, antiparaziter,  antioksidan,
immunostimiilator etkileri ile tipta, apiterapide ve biyokozmetikte kullanilmaktadir.
Icerdigi flavonoidler, aromatik asitler, fenolik asitler ve esterlerinin farmakolojik
aktiviteleri sayesinde biyolojik polimerlere baglanma, agir metal iyonlarina baglanma,

elektron tasimmasmi hizlandirma ve serbest radikalleri tutma gibi aktivite
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gosterebilmektedirler (Gulcin vd., 2010; Silici ve Giiglii, 2010). Propolisin kimyasal
icerigi ve biyolojik aktivitesi elde edildigi bitkiye, cografik bdlgeye, mevsime ve ari
tiirline bagh olarak farklilik gostermektedir (Kaya vd., 2012). Propolis antimikrobiyal
etki gosterebilen pinosembrin, galangin, kafeik asit fenil ester ve feriilik asiti
icermektedir. Antifungal ozellik gosterebilen bilesikleri pinosembrin, pinobanksin,
kafeik asit fenil ester, benzil ester, sakuranetin ve pterostilben iken antiviral 6zellik
gosterebilen yapilar kafeik asit fenil ester, luteolin ve kuersetindir (Banskota vd., 2001;

Coskun, 2006).

Propolisin antioksidan aktivite gostermesinde yapisinda bol bulunan flavonoidler,
kampferol ve fenetil kafeat gibi maddelerin etkili oldugu belirlenmistir (Kumazawa vd.,
2004). Serbest radikal temizleme etkisine sahip olan ve propolisin antioksidan
etkinliginde olduk¢a 6nemli olan kafeik asit fenetil ester (CAPE); ksantin oksidaz
aktivitesini belirgin bigimde inhibe eder ve antilipoperoksidatif aktivite gosterir (Russo
vd., 2002). Serbest radikal temizleme etkisinin yani sira propolis prostoglandinlerin
sentezinin inhibe edilmesinde, timus bezinin aktive edilmesinde, hiicresel bagisikligin
saglanmasinda ve epitelyal dokularda iyilesmenin olumlu yodnde etkilenmesinde
antiinflamatuar bir ajan olarak aktivite gosterebilmektedir (Borelli vd., 2002; Russo vd.,

2002; Cardile vd., 2003; Mohammadzadeh vd., 2007).

Kardiyovaskiiler ve dolagim sistemi hastaliklarinda, kanser tedavisinde, immun sistem
ve sindirim sistemi hastaliklarinda tedavi edici, karaciger rahatsizliklarma karst ise
koruyucu olarak kullanildigi bildirilmistir (Sahinler, 2000; Song vd., 2002; Kutluca vd.,
2006).

2.5 Cahisilan Deney Hayvan1 Hakkinda Genel Bilgiler

Salmonidae familyasina dahil olan gokkusagi alabali§1 (Oncorhynchus mykiss) pasifik
som balik cinsi igerisindedir (Yanik, 2009).
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Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Smif: Actinopterygii (Isinsal yiizgecliler)
Takim: Salmoniformes

Familya: Salmonidae (Somongiller)

Cins: Oncorhynchus

Tir: Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)

Alabaliklarin en ayirt edici 6zelikleri sirt yiizgeci ile kuyruk yiizgeci arasinda yag
yiizgeci bulunmasidir. Viicudu uzamis ve az basik olan gokkusagi alabaliginin, sirt
yiizgecinde 10-12 yumusak 1sin bulunurken anal yiizgecinde 8-12 yumusak 1sin
bulunmaktadir. Gokkusagi alabaliklarinin dorsal kismi metalik mavi diger kisimlar
giimiisi renkte olup yanal ¢izgi boyunca parlak ve gokkusagi renklerinde bantlar ve sirt
ve kuyruk yiizgecleri ile yanal ¢izgi lizerinde siyah benekler bulunmaktadir (Sekil 2.4.)
(Ade, 1982; Stickney, 2000; Emre, 2004; Arabaci, 2007;Y anik, 2009).

DORSAL

2one Yanal Gizgi
Burun Delikleni (Linea Laferalis) : Kaudal Yiizgeg

Solungag Kapag Yag yiizgeci (Adip6z)

Pektoral Yiizgeg

Anal Yiizgeg
Pelvik Yuzgeg

4= ANTERIOR I
VENTRAL POSTERIOR ==p

Sekil 2.4. Oncorhynchus mykiss in morfolojisi (http://aquaticpath.phhp.ufl.edu)

Neredeyse diinyanin her bolgesinde yayilis gosteren gokkusagi alabaliklart ¢oziinmiis
oksijence zengin, soguk ve berrak sularda yasamaktadirlar. Adaptasyon kabiliyeti
oldukea yiiksek ve hizli biiyiiyebilen bir balik tiirii olan gokkusagi alabaliklar kolay dol
alinmasi, kisa kulucka siiresine sahip olmasi ve hastaliklara karsi yliksek direng

gosterebilmesi agisindan kiiltiir balik¢iliginda yaygin olarak kullanilmaktadirlar
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(Celikkale, 1994; Aras vd., 2000). 1874 yilinda Kuzey Amerika’da yetistirilmeye
baslanan gokkusagi alabaligi, kiiltiirii yapilan en 6nemli balik tiiriidiir. Buna bagl olarak
ekonomik degerinin yiiksek olmasi ve zengin besin iceriginden dolayr da en fazla

arastirma yapilan balik tiirtidiir (Sirkecioglu, 2011).

2.6 Tez Kapsaminda Calisilan Dokular

2.6.1 Kalp doku

Enerji tiretebilmek amaciyla besin ve oksijenin viicut hiicrelerine kadar tasinmasindan
sorumlu olan dolagim sistemi, hormonal mesajlarin ve materyallerin transferi gibi farkl
viicut fonksiyonlarinin tamamlayicisidir. Kalp, kalbin pompalama fonksiyonu igin
gerekli olan niteliklerin tiimiiniin sistemli bir sekilde olmasini saglayan ¢oklu dokularin
olusturdugu karmasik bir organdir. Buna ek olarak kardiyak miyositlerin metabolik
mekanizmalar1 ve kasilmalari, hiicre dis1 sivinin miktar1 ve kalitesi de muskular pompa

olarak kalbin 6zelliklerine katk1 saglamaktadir (Vornanen vd., 2005).

2.6.2 Dalak doku

Midenin kaudo-ventralinde bulunan ve koyu kirmizi siyah renkte olan dalak,
teleostlarda fibroz bir kapsiile ve parankimasi ig¢ine uzanan trabekiillere sahip olup
kirmiz1 ve beyaz pulpalara boliiniir. Makrofajlar1 ve lenfositleri de igeren ¢ok farkli
hiicre populasyonlarinit barindiran kanla dolu sinuzoitleri besleyen dalagin biiyiik bir
kismint kirmizi pulpa olusturur. Dalagin beyaz pulpa boliimii; melanomakrofaj
merkezleri (antijenleri immiin kompleksler halinde, uzun siire muhafaza etmelerinden
dolay1 bu merkezler yliksek omurgalilardaki germinal merkezlerle benzesmektedir) ve
elipsoidler (6zel bir fonksiyona sahip olan bu yapilar yasl hiicreleri, patojenleri, protein
agregatlarint  ve lipopolisakkaritleri  6zellikle immiin kompleksler halinde
yakalamaktadirlar) olmak iizere iki kisim halinde incelenmektedir (Channonnachookhin

vd., 1991; Clem vd., 1996; Pastoret vd., 1998; Magnadottir vd., 2005).
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2.7 Dokularda Cahsilan Parametreler
2.7.1 Malondialdehit (MDA)

Serbest radikaller asir1 derecede iiretildiklerinde metabolizma {izerinde ¢esitli zararl
reaksiyonlara sebep olabilmektedirler (Celikezen ve Ertekin, 2008). Hiicrede lipid
peroksidasyonu sonucu olusan en dnemli zararlt metabolit ise MDA’dir. Doymamis yag
asitlerinin ¢ift baglarinin oksidasyonu sonucu meydana gelebilen ve ii¢ karbonlu bir
ketoaldehit olan MDA, metabolik kosullarda olagan bir siire¢ icerisinde asetat ve
malonata ve ardindan krebs dongiisii ile CO,’e indirgenir (Murray vd., 1996). Hiicre
zarlarinda olusan MDA; membran akiskanligini bozarak madde aligverisinde
diizensizliklere, membran gecirgenliginde azalmalara, transmembran iyon gradientinde
bozulmalara ve enzim aktivitesinde dejenerasyonlara sebep olabilmektedir (Moslen,

1994; Celikezen ve Ertekin, 2008)
2.7.2 Katalaz (CAT)

Memeli eritrositlerinde bol miktarda bulunan ve peroksizomlarda lokalize olan katalaz
tetramerik yapiya sahip, molekiil agirligr 240.000 gr/mol olan aktif merkezinde 4 adet
"ferrihem" iceren bir hemoproteindir. CAT in somatik oksidan koruyucu aktivitesi
H,0,’1 su ve oksijene parcalamasiyla gergeklesir ve affinitesi GPX’ e gore daha
fazladir. CAT 1 indirgeyici aktivitesi, biiyiik molekiillii hidroperoksitlere etki etmez
iken hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitler gibi kiiclik molekiillere karsi
oldukca etkilidir. Hidrojen peroksit gibi toksik potansiyelli siiperoksit iyonlarini
hiicrelerden uzaklagtirmada dnemli bir rol oynayan bu enzim, hidrojen peroksiti suya ve

oksijene indirgeyerek bu aktivitesini gerceklestirir (Karabulut vd., 2002).

Katalaz
2HO — 2HO+O
272 2 2
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Propolis ekstraktinin hazirlanmasi

Balikesir Ili'nin Kocaavsar Koyii'ndeki bir ar giftliginden elde edilen propolis
orneklerinin etanolik ekstraksiyonu; 30g propolis 6rnegine %70’lik 100 mL etil alkol
ilave edilerek hazirlandi (Mani vd., 2006, Mohammadzadeh vd., 2007). Elde edilen
karigim 48 saat boyunca oda sicakliginda 1siktan korunmak kosuluyla karistirict tabla
yardimiyla homojen olana kadar karistirildi. Ardindan elde edilen homojen karisimdan,
evoporasyon ile etil alkol uzaklastirildi ve kurutulan propolis kullanilana kadar koyu

renkli siselerde 4°C’de bekletildi.

3.1.2 Deneyde kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢alismalarda; HCI (%37) (Merck), Na,COs (Merck), NaOH (Merck), Na,K-
tartarat ¢ozeltisi (Merck), KH,PO4 (Merck), Ko;HPO, (Merck), KCI (Merck), CuSOyq4
(Merck), Folin Fenol Belirteci (Merck), BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma), H,O,
(Sigma), TCA (Trichloroacetic acid) (Merck), HCI (Merck), 2-thiobarbiitirik asit (TBA)
(Sigma), H3SOs (Merck), NaCl (Merck), NaH,PO4 (Merck), Na,HPO, (Merck),
C,H5OH (Merck) kullanilmistir.

3.1.3 Deneyde kullanilan aletler

Tez calismalart boyunca; otomatik pipetler, hassas terazi, diseksiyon seti, waring
blendir, vortex, sogutmali santrifiij (Nuve NF-800-R), spektrofotometre (Shimadzu UV-
1601-UV), pH metre (PH 1000-masa tipi), derin dondurucu (-80°C), manyetik

karistirici, homojenizator (Ultra- Turrax T 25), su banyosu (Crifton) kullanilmastir.
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3.1.4 Baliklarin temini ve deney gruplarimin hazirlanmasi

Bu calisma 03.11.2011 tarihli ve B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/95 sayili Cumbhuriyet
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun onayi ile gerceklestirilmistir.
Gokkusagr alabaliklarinda sipermetrin toksisitesinin olusturabilecegi hasarlara karsi,
propolis uygulamasi sonucu biyokimyasal degisimleri gozlemlemek amaciyla; 7 hayvan
iceren 4 farkli deney grubuna ait toplam 28 adet alabalik kullanilmistir. Camardi Ecemis
alabalik tiretim tesislerinden temin edilen alabaliklar, laboratuvar ortaminda 60x50x100
boyutlu akvaryumlarda 15 giin boyunca adaptasyonlar1 tamamlanana kadar Excel Pond
marka pelet yemle beslenmistir. Adaptasyonlar1 saglanan alabaliklar; kontrol, propolis,

sipermetrin ve sipermetrin+propolis seklinde gruplara ayrilmiglardir.

Alabaliklara uygulanacak propolisin konsantrasyonu literatiir taramasi yapilarak 10 ppm
(mg coziinen/ kg veya litre ¢ozelti) olarak (Talas ve Gulhan, 2009), sipermetrinin 96
saatteki subletal konsantrasyonu ise 0,0082 ppm olarak belirlendi (Atamanalp vd., 2002;
Polat vd., 2002). Kullanilan alabaliklarin ortalama uzunluklar1 29.71 + 4.22 cm,
ortalama agirliklar ise 248.42 + 5.18 g olarak tesbit edilmistir. Deneyde alabaliklar
muhafaza ettigimiz suyun fizyokimyasal oOzellikleri ¢aligmamiz agisindan oldukca
onemli oldugundan, suyun sicaklig1 (12 + 0.7°C) ve pH seviyesi (7.74 £ 0.08) belirli
degerlerde tutulmaya calisilmistir. Uygulama yapilmadan Once ve sonra suyun

ozellikleri cizelge 3.1.’de verildigi gibidir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suyun bazi parametreleri

Kriterler (ppm) Uygulama oncesi Uygulama sonrasi
Biyolojik oksijen diizeyi 7.82+£0.22 7.62+0.18
Kimyasal oksijen diizeyi 15.14 +£0.17 16.25 £ 0.21
Stispanse maddeler 36.75+1.20 40.15+1.74
Kalsiyum 126.05 + 1.54 114.07 £ 1.15
Sodyum 16.40 = 0.85 19.68 £ 0.71

Klor 27.45 +0.63 25.20+0.52
Toplam nitrojen 5.80+0.22 6.74 £ 0.26

Sertlik (CaCOs) 174.30 + 3.14 168.20 + 2.81
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3.2 Metotlar

3.2.1 Diseksiyon islemi

Deneysel uygulama islemleri tamamlandiktan sonra karanfil yagi (40 mg/L) (Hoskonen
ve Pirhonen, 2004) uygulamasi ile alabaliklara anestezi islemi gerceklestirildi.
Baliklarin viicutlar1 bir havlu igerisinde kurutularak kuyruk venalarindan kesim islemi
yapild1 ve viicuttan kan uzaklastirildiktan sonra diseksiyon seti kullanilarak dokulara

zarar verilmeden kalp ve dalak dokular: ¢ikarildi.

3.2.2 Biyokimyasal calismalar i¢cin doku numunelerinin hazirlanmasi

Alabaliklardan diseksiyon islemiyle oldukca dikkatli bir sekilde ¢ikarilan kalp ve dalak
dokular1 ¢alisilana kadar derin dondurucuda (-80°C) bekletildi. MDA diizeyleri ve CAT
aktivitesini belirlemek icin alabalik kalp ve dalak dokular: iki pargaya ayrildi. Ilk parca
lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA seviyesinin analizinde, ikinci parga ise
toplam protein diizeyleri ve CAT aktivitesinin saptanmasinda kullanildi. MDA
diizeylerinin belirlenmesinde kullanilacak dokular hassas terazide tartildiktan sonra buz
izolasyonu altinda 1/10 w/v oraninda % 1,15’lik KCI ¢ozeltisinde homojenize edildi.

Doku homojenatlar1 analiz edilinceye kadar -80°C’de derin dondurucuda tutuldu.

Dokularn ikinci pargalarinda ise buz izolasyonu altinda 1/5 w/v oraninda PBS (fosfatla
tamponlagsmis tuz c¢ozeltisi) tamponu ile homojenizasyon islemi yapildi. Doku
homojenatlar1 Nuve NF-800-R sogutmali santrifiijde 4000 rpm de 15 dakika santrifiij
edildi ve siipernatanlar toplam protein diizeyleri ve CAT aktivitesinin analizleri

yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.
Alabalik kalp ve dalak dokularinda propolis ve sipermetrinin meydana getirebilecegi

lipit peroksidasyonu (MDA) diizeyleri ve katalaz (CAT) aktivitesindeki degisimler

istatistiksel analizler yapilarak belirlendi.
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3.3  Biyokimyasal Analizler

3.3.1 Toplam protein tayini

Toplam protein diizeylerini belirlemek i¢in alabalik kalp ve dalak dokularindan elde
edilen siipernatanlarin 1 mL’sinde bulunan protein miktarin analizi Lowry yontemi
kullanilarak ger¢eklestirildi (Lowry vd., 1951). Bu metot, alkali kosullarda
fosfomolibdik/fosfotungistik asit ¢ozeltisinin proteinlerdeki fenolik aminoasitlerle

verdigi tepkimelere dayali ¢caligmaktadir.

3.3.2 Malondialdehit (MDA) diizeyinin analizi

Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan lipitlerin yapisimi  bozarak lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA
diizeylerinin tayini ise Beuge yontemine gore yapildi (Beuge ve Aust, 1978). Lipit
peroksidasyonunun belirlemesi amaciyla; 2 hacim %10’luk TCA ¢o6zeltisi, 2 hacim
%0,67’lik TBA ¢ozeltisi ve 1 hacim %0,25 N’lik HCI ¢ozeltisi karistirilarak bir ¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiden 10 mL’lik santrifiij tiiplerine 4 mL ilave edildi ve kor
tiipleri hari¢ diger ornek tiiplerine 1 mL homojenat eklendi. Kuvvetli bir sekilde 1 defa
karistirildi ve 15 dakika boyunca kaynar suda (95-100°C’de) bekletildi. Sogutulan tiipler
13500 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin 535 nm’deki absorbansi
spektrofotometrede okundu. Kaydedilen veriler su sekilde hesaplanir:

MDA-TBA kompleksi i¢in molar absorbans katsayist: €: 1.56 x 10° M cm™

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

3.3.3 Katalaz aktivitesinin analizi

Katalaz enziminin seviyesinin belirlenmesi Luck yontemine gore yapilmistir (Luck,
1963). Katalaz tayininde kullanilan reaktifler; 1/15 M Na-K-fosfat tamponu (Na,HPOj4-
KH,PO4) pH: 7 ve konsantre H,O, ¢ozeltisidir. 100 mL Na, K-fosfat tampon ¢ozeltisine
160 uLL H,O; ¢ozeltisi eklenerek bir ¢ozelti hazirlanmistir. Doku 6rneklerindeki katalaz

aktivitesinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan ¢6zeltiden 1000 pL alinip kiivete konuldu
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ve c¢aligma araligina uygun olarak 30 pL’den baslaylp artan konsantrasyonlarda
stipernatan ilave edilip bir kez karistirilldt ve 240 nm dalga boyunda 30 saniye
spektrofotometre ile absorbansinda meydana gelen degisimler Olgiildii. Kaydedilen

absorbans degerleri asagida bulunan formiile gore belirlendi.

C= AODx 1 dk x 1000
0,036 x pL siipernatan

3.4 Iistatistiksel Analizler

Biyokimyasal veriler kullanilarak Windows SPSS V.16 hazir paket programi ile
ANOVA (one-way analyses of variance) kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel
hesaplamalar ise anlamlilik diizeyi P<0.001 olarak belirlenen Duncan’s ¢oklu

karsilastirma testi kullanilarak tespit edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR
4.1 Alabalik Kalp Dokusunda Biyokimyasal Analiz Bulgular

Gokkusagr alabaliklarinin kalp dokularinda propolis ve sipermetrin uygulamasina bagh
olarak malondialdehit (MDA) diizeyleri ve katalaz (CAT) aktivitesinde meydana gelen
degisimleri tespit edebilmek amaciyla olusturulan kontrol, propolis, sipermetrin ve
sipermetrint+propolis gruplarinda toplam 28 adet alabalik kullanilmistir. Gokkusagi
alabaliklarina 10 ppm konsantrasyonda propolis ve 0,0082 ppm konsantrasyonunda da

sipermetrin uygulanarak biyokimyasal degisimler gozlenmistir.

4.1.1 Malondialdehit (MDA) diizeyleri

Adaptasyonlar1 saglanan alabaliklara belirlenen konsantrasyonlarda propolis ve
sipermetrin uygulanarak baliklarin kalp dokularinin tiyobarbitiirik asit miktarina bagl

olarak degisen MDA degerlerindeki degisimler cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Deneyde kullanilan gokkusagi alabaliklarinin kalp dokularinda
belirlenen MDA diizeyleri

GRUPLAR MDA diizeyleri (nmol/g doku)
Kontrol 11,93 +0,67°
Propolis 11,33 £ 0,56
Sipermetrin 15,84 + 1,28°
Sipermetrin+Propolis 12,65 +0,43°

Farkli harflerle (a ve b) gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,001). Tabloda
verilen degerler + standart hata degeri olarak ifade edilmektedir.

Gokkusagr alabaliklarimin kalp dokularinda MDA diizeyleri incelendiginde; kontrol
grubu, propolis uygulama grubu ve sipermetrin+propolis uygulanan grupta elde edilen
MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim gézlenmemistir (P>0,001).
Sipermetrin uygulanmis alabalik kalp dokularinda MDA diizeyleri diger ii¢ gruba gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (P<0,001). Sipermetrin+propolis

uygulanan alabaliklarin kalp MDA diizeyleri sipermetrin grubuna gore istatistiksel
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olarak o6nemli bir sekilde azalmistir (P<0,001). Sipermetrinin yol actigit MDA

degerlerindeki artis propolis uygulamasi ile azalmistir.

4.1.2 Katalaz (CAT) aktivitesi

Gokkusagr alabaliklarmin kalp dokularinda katalaz aktivitesinde meydana gelen
degisimler cizelge 4.2.de gosterilmistir. Kalp dokularmmin CAT aktivite degerleri
incelendiginde; sipermetrin uygulanan grubun degerleri diger gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha yiiksektir (P<0,001). Kontrol, propolis ve
sipermetrint+propolis gruplarinda bulunan alabalik kalp dokularindaki CAT verilerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (P>0,001).

Cizelge 4.2. Deneyde kullanilan gokkusag: alabaliklarinin kalp dokularinda
belirlenen CAT aktiviteleri

GRUPLAR CAT aktiviteleri (kU/g protein)
Kontrol 1,21 +0,088°
Propolis 1,28 +0,175°
Sipermetrin 1,98 + 0,093*
Sipermetrin+Propolis 1,43 +0,084°

Farkli harflerle (a ve b) gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,001). Tabloda
verilen degerler + standart hata degeri olarak ifade edilmektedir.

4.2  Alabalik Dalak Dokusunda Biyokimyasal Analiz Bulgular:

Propolis ve sipermetrin uygulamasi sonucu gokkusagi alabaliklarinin dalak dokularinda
saptanan malondialdehit (MDA) diizeyleri ve katalaz (CAT) aktivitesindeki degisimleri
tespit edebilmek amaciyla kontrol, propolis, sipermetrin ve sipermetrin+propolis olmak
lizere toplam 4 grupta 28 adet alabalik kullanilmistir. Gokkusagi alabaliklarima 10 ppm
konsantrasyonda propolis ve 0,0082 ppm konsantrasyonda da sipermetrin uygulanarak

biyokimyasal degisimler belirlenmistir.

4.2.1 Malondialdehit (MDA) diizeyleri

Calisma gruplarinda yer alan gokkusagi alabaliklarimin  dalak dokularinda

malondialdehit (MDA) seviyelerinde meydana gelen degisimler cizelge 4.3.°de

gosterilmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde; istatistiksel olarak en yiliksek (P<0,001)
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MDA degerine sipermetrin uygulanmis grup sahip iken kontrol ve propolis gruplarinin
dalak dokularinda MDA diizeylerinin istatistiksel olarak en diisiik (P<0,001) degerlerde
oldugu saptamistir. Sipermetrint+propolis uygulanmig grupta bulunan alabalik dalak
dokularinda MDA diizeyleri, sipermetrin uygulanmis dalak dokularindaki MDA
diizeylerinden istatistiksel olarak daha diistiktiir (P<0,001).

Cizelge 4.3. Deneyde kullanilan gokkusagi alabaliklarinin dalak dokularinda
belirlenen MDA diizeyleri

GRUPLAR MDA diizeyleri (nmol/g doku)
Kontrol 8,27 £ 0,52°

Propolis 9,15+0,57°

Sipermetrin 15,04 + 0,34°
Sipermetrin+Propolis 13,09 + 0,64

Farkli harflerle (a, b ve c) gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,001). Tabloda
verilen degerler + standart hata degeri olarak ifade edilmektedir.

4.2.2 Katalaz (CAT) aktivitesi

Gokkusagr alabaliklarimin  dalak dokularinda farkli gruplarda katalaz (CAT)
degerlerinde meydana gelen biyokimyasal degisimler ¢izelge 4.4.’de gosterilmistir. Elde
edilen bulgular sonucunda istatistiksel olarak en yiiksek (P<0,001) katalaz aktivitesi
sipermetrin uygulanmig grupta saptanmistir. Kontrol grubu ve propolis gruplari verileri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis (P>0,001) ve
sipermetrint+propolis grubu degerlerinin sipermetrin uygulama grubu degerlerine gore

istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,001).
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Cizelge 4.4. Deneyde kullanilan gokkusagi alabaliklarinin dalak dokularinda
belirlenen CAT aktiviteleri

GRUPLAR CAT aktiviteleri (kU/g protein)
Kontrol 1,00 + 0,033
Propolis 0,91 £ 0,156
Sipermetrin 1,66 £ 0,095°
Sipermetrin+propolis 1,21 +0,090°

Farkli harflerle (a ve b) gosterilen rakamlar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,001). Tabloda
verilen degerler + standart hata degeri olarak ifade edilmektedir.
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisma ile sipermetrin (0,0082 ppm) ve propolis (10 ppm) uygulamasina maruz
birakilan gokkusagi alabaliklariin kalp ve dalak dokularinda malondialdehit ve katalaz
diizeylerinde meydana gelen degisimler belirlenmis ve elde edilen veriler istatistiksel

olarak analiz edilmistir.

Niifus artistyla beraber kaliteli ve miktar olarak daha fazla iiriin elde etmeye yonelik
caligmalar artig gostermis, buna bagl olarak da kimyasal giibre ve ila¢ kullaniminda
artis meydana gelmistir. Kimyasal giibre kullanim1 sulama sulari ile akarsular ve yeralti
sularina karigarak cevre kirliligine neden olabilmektedir (Karaer ve Girliikk, 2003;
Kumbur vd., 2008). Tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilan toksik ajanlardan biri
olan pestisitler suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerini degistirerek su
kirliligine sebep olabilmektedir (Ozmen, 1998). Suya ulasabilen pestisitler sucul
organizmalar ile besin zinciri yoluyla diger canlilara da ulasabilmektedir (Adhikari vd.,
2004). Onemli bir sentetik piretroit pestisit olan sipermetrin ev hayvanlari, sinekler,
sivrisinekler ve haserelere karsi da oldukga etkilidir. Kuslar ve memeliler ic¢in ¢ok etkili
olmayan sipermetrin baliklar ve diger sucul organizmalar i¢in oldukc¢a toksik etkiye
sahiptir (Yilmaz ve ark., 2004). Buna bagl olarak yaptigimiz ¢aligmada sipermetrinin
alabalik dokularinda belirlenen 0.0082 ppm’lik LCsy’deki konsantrasyonunu kullandik
(Atamanalp ve Cengiz, 2002; Atamanalp vd., 2002). Protein, yag, karbonhidrat,
vitaminler ve mineral bakimindan degerli olan su iirlinleri arasinda Onceligi baliklar
almaktadir. Sularda meydana gelen kirlilik sebebiyle balik yetistiriciligi ile ilgili bir¢cok
sorun ortaya ¢ikabilmekte ve bu tiir sorunlar indirgemek ve balik gibi protein ve
omega-3 deposu olan besinlerden daha fazla faydalanmak amaciyla baliklara
antioksidan olarak ifade edilebilen maddeler verilebilmektedir (Konar vd., 1999; Turan
vd., 2006). Baliklara uygulanacak bu maddelerde oran ¢ok Onemlidir ve dogal
antioksidan Ozelliklere sahip olan bu maddelerden propolis bu ¢alismada 10 ppm
konsantrasyonda kullamld: (Talas ve Gulhan, 2009). iceriginde ¢ok sayida flavanoid
bulunduran propolisin antimikrobiyal, antioksidan, anestezik, antiinflamatuar, antiviral

ve daha pek ¢ok biyolojik 6zellikleri bulunmaktadir (Almeida ve Menezes, 2002: Nirala
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ve Bhadauria, 2008). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda insan diyetinde 6nemli bir yeri
olan balik gibi sucul organizmalara pestisitlerin kolayca ulagmasi sonucu et kalitesi ve
besinsel degerinde diislisler olacagi diisiiniilmektedir. Olduk¢a yaygin olarak kullanilan
pestisitlerden sipermetrine maruz birakilmis alabaliklara antioksidan bir madde olan
propolisin uygulanmasiyla alabalik dokularindaki biyokimyasal parametrelerdeki
degisimleri gézlemlemek amaciyla MDA ve CAT degerleri analiz edilmistir.

Balik dokularinda antioksidan enzimler, karotenoidler ve vitaminler gibi lipit
peroksidasyonunu engelleyici ajanlar bulunabilmektedir (Matkovics vd., 1977). Katalaz,
siiperoksit dismutaz gibi enzimler 6zellikle baliklarda belirlenmistir. Baliklarin hem
oksidatif gostergeleri ve hem de antioksidan kapasiteleri tiirlerin habitatlarina ve
beslenme sekillerine gore farkliliklar gosterebilmektedir (Winston ve Di Giulio, 1991).
Farkli dokularda oksidatif strese antioksidan sistemin cevabi, antioksidan potansiyelin
dokuya 0zgli olusundan dolayr farklilik gosterebilmektedir (Ahmad vd., 2000).
Calismamizda da farkli balik dokularinda antioksidan durumun ve oksidatif yanitlarin
farkli olabilecegi belirlendi. Serbest radikal tiretiminin farkli oranlarda olmasindan
kaynaklanan bu farkliliklar dokularin farkli antioksidan kapasiteleri veya oksidatif hasar
duyarhilik farkliliklarindan kaynaklanabilmekte, ancak dokulardaki pestisit toksisitesine
kars1 oksidatif duyarliligi propolis degistirebilmektedir. Pestisit ve diger ksenobiyotikler
tarafindan uyarilan hiicre zar1 hasarinin en Onemli adimlardan biri olan lipid
peroksidasyonu (Yonar ve Sakin, 2011) hiicresel formlarin oksidatif hasar1 i¢in bir
belirte¢ olabilmektedir. Hiicre bilesenlerinin ve fonksiyonlarinin énemli bir pargasi,
muhtemelen oksidatif hasarin 6nemli bir amacit ve oto-oksidasyon icin en hassas
substrat hiicre zarinin ¢oklu doymamis yag asitleridir. 0.0082 ppm konsantrasyondaki
sipermetrine maruz birakilan baligin kalp ve dalak dokularinda MDA diizeyinde artis
gozlenmistir. MDA diizeyindeki bu artisin sipermetrin toksisitesine bagli olarak
antioksidan enzim eksikliZi ve ROS’un asir1 iiretiminden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada, gokkusagi alabaliklarimin sipermetrine maruz
birakilmast durumunda kalp ve dalak dokularinda MDA degerlerindeki artis ve
antioksidan savunma sistemindeki aksakliklar sebebiyle oksidatif stresin olusabildigi
gozlenmistir. Kalp ve dalak gibi cesitli dokularda Onemli bir sekilde lipit
peroksidasyonuna yol agmasi acisindan toksik madde uygulamalar1 ile yapilan
caligmalarin  sonuglar1 ile bizim yaptigimiz c¢alismanin sonuglar1 paralellik

gostermektedir (Kavitha ve Rao, 2008; Orug, 2010; Sharbidre vd., 2011).
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Propolis igeriginde bulunan fenolik bilesikler sayesinde antioksidan &zellik
gosterebilmekte ve bu 6zelligi sayesinde serbest radikal {iretimini baskilayabilmektedir
(Castaldo ve Capasso, 2002). Sipermetrin+propolis uygulanan grupta baliklarin kalp ve
dalak dokularinda MDA diizeyleri sipermetrin grubu MDA diizeylerine gore azalmistir.
Bu degerlere bagli olarak oksidatif stresin azaldigi sonucuna ulasilabilmektedir. Bu
veriler, pestisit toksisitesine karsi antioksidan savunma sisteminde tedavi edici

Ozellikleri ile propolisin koruyucu roliiniin dogrudan kanit1 olabilmektedir.

Oriin ve arkadaglar tarafindan yapilan bir calismada gokkusag: alabaliklarnin Cd** ve
cr’ gibi agir metallere maruz birakilmast durumunda, hayvanlarin biyokimyasal
parametrelerinde degisimleri iceren biyolojik organizasyonlarinin bir¢ok degerinde,
kalp ve dalak dokularinda oksidatif etki meydana geldigi rapor edilmistir. Agir metal
uygulamasinin ardindan baliklara selenyum uygulanmasi yapilmis ve istatistiksel olarak
anlamli bir seviyede antioksidan enzim inhibisyonu engellenmistir (Orun vd., 2008).
Benzer bulgular pek cok ¢alismada rapor edilmistir (Yonar vd., 2011; Yonar, 2012;
Ural, 2013).

Canlilar stres faktorlerine maruz kaldiklarinda doku ve hiicrelerinde; fizyolojik,
biyokimyasal ve histolojik degisiklikler olabilmektedir (Das ve Murkherjee, 2003;
Dobsikova vd., 2006). Viicut icerisinde meydana gelebilen bu degisimlerin yol agtigi
hasarlar ve biitiin biyolojik zarlar1 kolayca ge¢ip serbest radikal olusumuna sebep
olabilen hidrojen peroksiti su ve oksijen parcalayan CAT miicadele edebilmektedir (Atli
vd., 2006). CAT aktivitesinin azalmasi durumunda bulundugu ortamdaki H,O, diizeyi
artis goOsterip olusan reaktif oksijen tiirleri de hiicre ve dokularda hasarlara yol
acabilmektedir (Atli vd., 2000). Peroksizomlarda yer alan ve H,O,’yi molekiiler oksijen
ve suya doniistiren CAT antioksidan bir enzimdir (Yilmaz vd., 2006). Balik
dokularinda pestisitlerin CAT aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugunu belirleyen
cesitli calismalar bulunmaktadir. Hai ve arkadaglar1 oksidatif bir organofosfat insektisit
olarak bilinen diclorvosa maruz birakilan sazan (Cyprinus carpio L.) ve yaym baliginda
(Ictalurus nebulosus) CAT aktivitelerinin azaldigin1 saptamiglardir (Hai vd., 1995).
Oru¢ ve Usta sazan baliklarinin kas dokularinda diazinonun CAT aktivitesini
indirgedigini belirtmiglerdir (Oru¢ ve Usta, 2007). Balik tiirlerinde yapilan gesitli

caligmalarda pestisit maruziyetinin CAT aktivitesini diigtirdiigii gézlenmistir (Atli vd.,
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2006; Orun vd., 2008). Sonug olarak, bu ¢alismada sipermetrine maruz birakilmis balik
dokularinda CAT aktivitesi propolis uygulamasindan sonra azalmistir. CAT
aktivitesinin azalmasi; propolisin serbest radikalleri siiplirme 6zelligi sonucu endojen
antioksidan sistemin aktivitelerini azaltmasindan kaynaklanabilmektedir. Ekzojen
antioksidan takviyeleri organizmada endojen antioksidan sistemlerin caligmalarinda

aktivite yiiklerinde azalmalar meydana getirebilmektedirler.

Mevcut ¢calismanin sonuglart incelendiginde; sipermetrin uygulamasi ile artan oksidatif
strese paralel olarak CAT aktivitesinde artiglar gézlenmistir. Alabalik kalp ve dalak
dokulara oksidan etkili toksik ajanlarin girisi ile olusturulan oksidatif stresin inhibe
edilebilmesi i¢in endojen antioksidan savunma sisteminin bir pargast olan CAT
aktivitelerinde artiglar meydana gelmistir. Ekzojen antioksidan ajan olarak propolis
uygulamasi sonucu alabalik kalp ve dalak dokularinda CAT aktivitelerinde azalmalar
saptanmistir. Disaridan organizmaya alinan ekzojen antioksidanlar, endojen antioksidan
sistemin calisma yiikiinde azalmalara yol agcmistir. Bu durumda endojen antioksidan
sistemin aktivitelerinde diisiisler meydana gelebildigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak
ekzojen olarak antioksidan etkili koruyucu ajanlar, endojen antioksidan savunma
sistemlerine etki ederek bu sistemlerin aktivitelerinde azalmalara yol agabilmektedirler.
Disaridan viicuda alinan ek dogal antioksidan ajanlar savunma sistemlerinin is yiikiinii

azaltarak bu yapiy1 destekleyebilmektedirler.

Dogal antioksidanlar birgok biyolojik sistemlerde homeostasis i¢in ¢ok OSnemlidir.
Propolis antioksidan ve koruyucu 6zellikler géstermesinden dolay1 bazi sucul canlilarin
fizyolojik fonksiyonlarinin siirdiiriilmesine ve tiiketici sucul organizmalarin saglikli
beslenmesine katki saglamaktadir. Gokkusagi alabaliklarina propolis uygulanmasi
sipermetrinin toksik etkisini ve antioksidan enzimlerinin inhibisyonunu 6nemli bir
sekilde Onlemistir. Bu ¢aligmanin verileri gozoniinde bulundurularak pestisit
toksisitesine karsi antioksidan savunma sisteminin bir pargasi olarak propolisin,
koruyucu rol iistlenebilecegini diisiinmekteyiz. Boylece, propolis, baligin kalp ve dalak
dokularinda sipermetrin kaynakli lipid peroksidasyonunun ve antioksidan savunma

sistemlerinin degismesiyle olusabilen oksidatif stresi tedavi edebilmektedir.
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