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Ellajik Asidin Pullu Sazan (Cyprinus carpio)’c!a Bazi
Hematolojik Parametrelere Olan Etkisi

Bu calismada, yeme farkli oranlarda katilan ellajik asidin pullu sazanda (Cyprinus carpio) bazi
hematolojik parametrelere etkisini arastirmak amaglandi. Baliklar bir kontrol ve Ug farkli diizeyde
ellajik asit igeren (50, 100 ve 200 mg/kg yem) yemlerle 60 giin suresince beslendi. Calismanin 30.
ve 60. glinlerinde hematolojik degerler [eritrosit ve I0kosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit diizeyi
ve eritrosit indeksleri: Ortalama eritrosit hacmi (MCV); ortalama eritrosit hemoglobin (MCH);
ortalama eritrosit hemoglobini konsantrasyonu (MCHC)] analiz edildi. Ellajik asitle beslenen
gruplarin eritrosit ve I6kosit sayilari, hemoglobin ve hematokrit diizeyleri kontrol grubuyla
kiyaslandiginda artti (P<0.05). Fakat kontrol ve ellajik asit verilen gruplarin eritrosit indekslerinde
herhangi bir farklilik belilenmedi (P>0.05). Sonug olarak, ellajik asit baliklarda bir immunostimulan
olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Balik, ellajik asit, hematolojik parametre, kan

Effect of Ellagic Acid on Some Hematological Parameters in Scaly Carp (Cyprinus
carpio)

In the present study,it was aimed to investigate the effects of various levels of dietary ellagic acid
on haematological values in scaly carp (Cyprinus carpio). Fish were fed with the control diet and
three different experimental diets containing three different levels of ellagic acid (50, 100 and 200
mg kg-1 diet) for 60 days. On the 30th and 60th days of the experiment, the haematological values
[red and white blood cell counts, haemoglobin and haematocrit levels and erythrocyte indices:
Mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular haemoglobin (MCH) and mean corpuscular
haemoglobin concentration (MCHC)] were analysed.The red and white blood cell counts,
haemoglobin and haematocrit levels increased in the groups fed with ellagic acid when compared
with the control group. However, there were no significant differences in the erythrocyte indices
among the groups.

Key Words: Fish, ellagic acid, haematological parameter, blood

Girig

Su drinleri yetistiriciliginde Uretim artisini olumsuz etkileyen faktorlerin basinda
hastaliklara bagli sorunlar gelmekte ve bu sorunlarin bir sonucu olarak da &énemli
ekonomik kayiplar yasanmaktadir. Codu durumda hastaliklara karsi tedavi edici
onlemler alinamamakta ve etkin bir ¢ézimun gelistirlememektedir. Bu nedenle bilim
insanlari balik saghgini arttirmaya yoénelik galismalara ydnelmistir. Bu c¢alismalarin
biyuk bir kismini hastalik olusmadan alinacak énlemler olusturmaktadir. Bu kapsamda
asilama, dogal ya da sentetik immunostimulanlar ile antioksidanlarin kullanilabilirligi
konusu son yillarda bir hayli dikkat gekmektedir. immunostimulan &ézellige sahip
maddelerin kullaniimasi bu baglamda 6nemli bir ¢dzim olarak goriilmektedir (1-3).

Ellajik asit bogurtlen, ahududu, cilek, vigne, kizilcik, nar, kirmizi ve siyah tUzum,
ceviz ve diger bitkisel besinler dahil olmak Uzere pek cok sayida taneli meyvede
bulunan fenolik karakterdeki bir antioksidandir. Bircok meyve ve sebzede bulunan ve
dogal fenolik bir bilesik olan ellajik asit dnemli bir antioksidan maddedir. Molekul formuli
C14HeOs, molekil agirhdr 302.197 g/mol'dir. Vicuda alinan meyvelerde bulunan
‘ellagitannins’ denilen maddeler viicutta ellajik aside donusturdlar (4). Ellajik asit serbest
radikallerin olumsuz etkilerini bloke edici 06zelligi olan bir antioksidandir. Etki
mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen superoksit ve hidroksil anyonlari gibi
reaktif oksijen turevlerini giclu bir sekilde temizledigdi bildiriimektedir (5-7).

Farkl stres ve Kkirlilik faktorleri, su kalitesinde meydana gelen degisimler, toksik
etkili maddeler, hastaliklar, yetersiz beslenme, koruyucu veya tedavi edici amagla
kullanilan kemoterapdtikler gibi faktérlere bagh olarak baligin direk fizyolojik durumu
degdisebilmektedir. Fizyolojik durumda meydana gelen bu degisimlerin incelenmesinde
kan dokusu guvenilir bir kriterdir ve organizmada olusan fiziksel ve kimyasal degisimleri
kesin bir sekilde yansitabilmektedir. Bu nedenle memelilerde oldugu gibi baliklarda da

" Bu calisma; Tuncay EKSEN'in yiiksek lisans tezinin bir bélimiinden &zetlenmis ve Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Yénetim Birimi tarafindan SUF.19.01. nolu proje olarak desteklenmigtir.
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metabolik bozukluklar ve septisemik hastaliklarin yani
sira fizyolojik degisimlerin belirlenmesi amaciyla kan
analiz sonuglarina genis bir sekilde bagvurulmaktadir.
Bununla birlikte immunostimulan ve antioksidanlarin
vucutta olusturdugu fizyolojik degisiklikleri ortaya
koymasi bakimindan da kan dokusu oldukga 6nemlidir
(8-11).

Bu calismada, yeme katilan ellajik asidin pullu
sazanda hematolojik parametrelere etkisinin
arastirlmasi amaclanmistir. Bu amagla arastirmada
immunostimulan ve antioksidan o6zellikteki ellajik asit
baliklara oral yolla verilmis, kullanilan parametreler
degerlendirilerek immunostimulan etkisi belirlenmeye
calisiimigtir.

Gereg ve Yontem

~ Aragtirma ve Yayin Etigi: Calisma Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligi tarafindan onaylandi (Protokol No: 2019/62).

Calisma, Firat  Universitesi Su  Urlinleri
Fakiltesi'nde yapildi ve c¢alismada 33x100x60 cm
boyutlarindaki 12 farkli cam akvaryum (3 tekrar ve her
bir tekrar icin 4 akvaryum) kullanildi. Akvaryumlar,
galismaya baslamadan o6nce dezenfekte edildi ve
baliklarin akvaryum disina atlamalarini engellemek igin
balik agiyla kapatildi.

Calismada baslangi¢c agirhgi yaklasik 5045 g olan
0+ yas grubundaki 240 adet (her bir tekrar igin 80
toplamda 240 balik) pullu sazan (Cyprinus carpio)
kullanildi. Baliklar DSIi IX. Bélge Midirliigii Keban Su
Uriinleri Sube Miidirliigi'rnden canli olarak temin edildi.
Canli olarak temin edilen balklar 33x100x60 cm
boyutlarinda 12 farklhh cam akvaryuma, her birinde 20
adet olacak sekilde yerlestirildi. Deneysel calisma
baslamadan 6nce baliklar hazirlanmis olan bu ortama 15
gun sureyle adapte edildi. Adaptasyon suresince
baliklara gunde iki kere alabildikleri kadar ticari balik
yemi verildi.

Calismada kullanilan ellajik asit Sigma-Aldrich' den
(katalog no: E2250; sinonim: 4,4'55'6,6'-
Hexahydroxydiphenic acid 2,6,2',6"-dilactone; CAS no:
476-66-4; deneysel formili: Ci4HgOg) temin edildi.
Laboratuvar analizleri sirasinda kullanilan kimyasallar
ise Sigma-Aldrich, Merck, Serva, Isolab, VWR Chemicals,
Fluka, AppliChem, ABCR firmalarindan saglandi.

Deneme yemlerinin hazirlanmasi igin ellajik asit 50,
100 ve 200 mg/kg yem oraninda tartildi. Daha sonra
Ozel bir firmadan alinan ve toz haline getirilen pelet
yemlerle karistinldi. Hamur haline getirilen karngim
kiyma makinesinden gecirilerek tekrar pelet haline
dénusturildd. Hazirlanan peletler tepsilere yerlestirilip
yem firininda kurutuldu. Yemler sogutulduktan sonra,
kullanilincaya kadar koyu renkli cam muhafaza kaplari
icerisinde ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Adaptasyon suresi sonunda baliklar asagidaki gibi
dort grubu ayrildi.

K: Kontrol grubu; 60 gin sireyle ellajik asit
icermeyen ticari yemin uygulandigi grup,
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EA-50: 60 giin siureyle 50 mg/kg yem oraninda
ellajik asit verilen grup,

EA-100: 60 gin sureyle 100 mg/kg yem oraninda
ellajik asit verilen grup,

EA-200: 60 glin sureyle 200 mg/kg yem oraninda
ellajik asit verilen grup.

Calisma 3 tekrarli olarak yuritildu ve her bir tekrar
icin 80 adet olmak Uzere toplamda 240 balik kullanildi.
Ellajik asidin uygulanan dozlar Mise Yonar ve ark. (9) ve
Mise Yonar (4)'a gore belirlendi.

Denemenin 30. ve 60. gunlerinde her bir tekrardan
10 bahk alinarak 25 mg/L konsantrasyonundaki
benzokain (25 mg/L) yardimiyla anestezi edildi. Anestezi
altindaki baliklar kavdal pedinkull bélgesinden ensize
edilerek kan ornekleri EDTA'lI tiplere alindi. Kan
ornekleri ayni gun islendi.

Eritrosit ve 16kosit sayilari, Natt Herrick solisyonu
kullanilarak Thoma laminda ayni anda yapildi (12-14).
Hemoglobin dizeyi siyanmethemoglobin y&ntemine
goOre, Drabkin’s ayiraci kullanarak spektrofotometrede
belirlendi (15). Hematokrit diizeyi mikrohematokrit
yontemle saptandi (13). Eritrosit indeksleri [Ortalama
eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini
(MCH) ile ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
(MCHC)] eritrosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit
dizeyleri kullanilarak formll yardimiyla hesaplandi (13,
14).

Sonuglarin istatistiksel analizleri igin SPSS 21.0
istatistik programi kullanildi. Verilerin normal dagilimlari
kontrol edildikten sonra incelenen parametrelerde olusan
degisimlerin karsilastinimasinda tek yonli varyans
analizi (ONEWAY — ANOVA) kullanildi. Onemlilikler
P<0.05 oldugunda anlamli kabul edildi. Bagimh
gruplarda istatistiksel farkhihgi ortaya ¢ikarabilmek
amaciyla bagimli t testi kullanildi. Sonuglar ortalama *
standart hata olarak verildi (16, 17).

Bulgular

Kontrol grubu ve ellajik asit uygulanan gruplardaki
baliklarin eritrosit ve l6kosit sayilari ile hemoglobin ve
hematokrit diizeyleri Tablo 1'de verilmistir.

Calismanin 30. giniinde kontrol grubuna gore
ellajik asit uygulanan EA-50, EA-100 ve EA-200
gruplarinin eritrosit ve 16kosit sayilari ile hemoglobin ve
hematokrit dlzeylerinin istatistiksel olarak 6nemli
dizeyde arttigi belilendi (P<0.05). EA-50, EA-100 ve
EA-200 gruplan kendi igerisinde kiyaslandiginda ise EA-
100 ve EA-200 gruplarinin eritrosit ve I0kosit sayilari ile
hemoglobin ve hematokrit diizeylerinin EA-50 grubundan
istatistiksel olarak daha yuksek oldugu goérildi (P<0.05).

Denemenin 60. glninde ellajik asit uygulanan EA-
50, EA-100 ve EA-200 gruplarinin eritrosit ve lokosit
sayilari ile hemoglobin ve hematokrit duizeylerinin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak Onemli
dizeyde arttigi belirlendi (P<0.05). EA-50, EA-100 ve
EA-200 gruplar kendi arasinda karsilastinldiginda ise
EA-100 ve EA-200 gruplarinin eritrosit ve I0kosit sayilari
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Tablo 1.Kontrol grubu ile ellajik asit uygulanan deneme gruplarinin eritrosit (RBC) ve |6kosit (WBC) sayilan ile

hemoglobin (Hb) ve hematokrit (Ht) diizeyleri

Gruplar
K EA-50 EA-100 EA-200
6 30. gun 1.21£0.10 ¢ 1.324¢0.13° 1.41£0.11° 1.42+0.12°
RBC (x10°%) b . .
60.gun 1.21£0.09 © 1.38+0.12 ™ 1.48+0.14 * 1.49+0.15%
30. glin 35.15+1.10 ¢ 39.82+1.44 ° 45.20+2.21° 46.03+1.95°
WBC (x10% . . - s a
60. glin 35.21+1.28 43.25+¢1.73 > 49.83+£2.03 * 50.09+2.32 *
30. glin 7.11+0.08 ¢ 7.67£0.11° 7.99+0.10 2 8.01+0.12°
Hb (g/dL) . c b * o ax
60. gun 7.09+0.10 8.00+0.12 ™ 8.48+0.10 * 8.51+0.13 *
30. gun 28.59+1.33 ° 32.2041.49 " 36.87+1.83 ° 36.06+1.76 *
0,
Ht (%) 60. giin 28.45+1.29 °© 35.93+1.68 " 40.12+¢2.31 %" 39.94+2.00 *”

K: Kontrol grubu, EA-50: 50 mg ellajik asit uygulanan grup, EA-100: 100 mg ellajik asit uygulanan grup, EA-200: 200 mg ellajik asit

uygulanan grup

abe Ayni satirda farkli harflerle gosterilen deg@erler istatistiksel olarak birbirinden farkhdir (P<0.05).

" Ayni grup iginde 30. giinden farki géstermektedir (P<0.05).

Tablo 2. Kontrol grubu ile ellajik asit uygulanan deneme gruplarinin MCV, MCH, MCHC duizeyleri

Gruplar
K EA-50 EA-100 EA-200
3 30. gun 239.95+15.85 243.12+18.33 256.01+£21.97 255.94+17.48
MCV (um’) 60.gun 240.12+22.10 251.04+19.75 263.08+23.92 261.05+24.24
30. glin 57.3314.21 57.14+3.41 55.54+3.50 55.40+4.03
MCH (pg) 60. giin 56.62+3.76 55.88+3.12 55.10+3.69 55.02+2.99
30. glin 24.45+2.11 23.52+2.36 21.89+1.98 22.03+2.54
MCHC (%)
60. gun 24.60+2.85 22.33+2.47 21.32+1.72 21.61+2.06

MCYV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH: Ortalama eritrosit hemoglobin, MCHC: Ortalama eritrosit hemoglobini konsantrasyonu; K:Kontrol
grubu, EA-50: 50 mg ellajik asit uygulanan grup, EA-100: 100 mg ellajik asit uygulanan grup, EA-200: 200 mg ellajik asit uygulanan

grup

ile hemoglobin ve hematokrit dizeylerinin EA-50
grubundan daha yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05).

EA-50, EA-100 ve EA-200 gruplarinin 60. gindeki
eritrosit ve 16kosit sayilari ile hemoglobin ve hematokrit
dizeylerinin 30. gune kiyasla istatistiksel olarak daha
yuksek oldugu saptandi (P<0.05).

Kontrol grubu ve ellajik asit uygulanan gruplardaki
baliklarin, MCV, MCH ve MCHC degerleri Tablo 2'de
verilmigtir.

Kontrol grubu ve sirasiyla 50, 100 ve 200 mg/kg
yem oraninda ellajik asit verilen EA-50, EA-100 ve EA-
200 gruplarinin MCV, MCH ve MCHC degerlerinde
c¢alismanin hem 30. hem de 60. gunlerinde istatistiksel
herhangi bir farkhlik tespit edilmedi (P>0.05). Ayrica
yalniz ellajik asit verilen EA-50, EA-100 ve EA-200
gruplar kendi igerisinde kiyaslandiginda hem 30. hem
de 60. gindeki MCV, MCH ve MCHC degerlerinde
istatistiksel olarak herhangi bir farkhlik belirlenmedi
(P>0.05).

Tartisma

Hematolojik  parametreler  baliklarin  saglik
durumunu degerlendirmek igin genel bir gésterge olarak

kabul gbérmekte, stres ve hastalik durumlarini
degerlendirmek igin yaygin olarak kullaniimaktadir (10,
18). Bu parametreler baliklarin fonksiyonel ve beslenme
durumunun ve ayrica dig ortama adaptasyonunun
degerlendiriimesinde yaygin olarak kullanilabilen dnemli
bir aragtir (11). Ayrica kan parametrelerindeki degisimler
normal ve patolojik sureclerin iyi anlasilabilmesi
konusunda ipuglari vermektedir (19, 20). Bununla birlikte
hematolojik parametreler imminostimilanlarin kullanimi
nedeniyle olusabilecek herhangi bir anormal durumun
belirlenmesinde kullanilabilmekte ve
immunostimulanlarin baliklara olumlu ya da olumsuz
etkileri konusunda saglik durumunu gdésteren isaretler
sunmaktadir (8). Bu galismadan elde edilen sonuglar,
EA-50, EA-100 ve EA-200 gruplarinin eritrosit sayisi ile
hemoglobin ve hematokrit diizeylerinin deneme sonunda
kontrol grubuna goére énemli dlglide arttigini gostermistir.
Mise Yonar ve ark. (9), 21 glin boyunca farkl oranlarda
ellajik asitle takviye edilmis yemlerle beslenen gokkusagi
alabaliginin eritrosit sayisinda istatistiksel bir artis
kaydedildigini belirtmis hemoglobin ve hematokrit
seviyelerinde belirlenen artigin ise istatistiksel olarak
Onemsiz oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilarin
elde ettigi sonuglar ile bu c¢alismadan elde edilen
sonuglar arasindaki farkliigin nedeni ellajik asidin
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uygulanan farkli dozlari, galisma suresi, balk agirligr ve
tard olabilir.

Ote yandan, eritrosit indeksleri (MCV, MCH ve
MCHC degerleri) anemilerin etiyolojisini ve morfolojik
siniflandirmasini yapmak i¢in siklikla kullaniimaktadir
(21). Bu calismada ellajik asit uygulanan gruplarin
eritrosit indekslerinde (MCV, MCH ve MCHC) kontrol
grubuna goére herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir.
Bu veri ellajik asidin pullu sazanda hematolojik
parametreler Gzerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu
ve ellajik asidin anemiye sebep olmadigini, ayrica ellajik
asit uygulamasinin baliklarda strese yol agmadigini
gOstermistir. Benzer sonuglar bu calismadaki dozlarla
ayni oranda ellajik asit iceren yemlerin verildigi
alabaliklarda da tespit edilmistir (9).

immiinolojik fonksiyonlarin yiiriitilmesinde gérev
alan ve spesifik olmayan veya nonspesifik bagdisikhgin
Onemli faktorlerinden biri olarak kabul edilen I6kositlerin
sayisi / aktivitesindeki degisiklikler baliklarin genel saglk
durumu hakkinda ipuglari verebilmektedir (3, 22). Bu
galismanin sonuglari ellajik asit iceren diyetlerle
beslenen deneme gruplarinin I6kosit sayisinin uygulama
sonunda 6nemli 6lglide arttigini gostermistir. Bu bulgu,
21 giin (9) ve 8 hafta (3) siresince ellajik asit uygulanan
gOkkusag! alabaliklarindan elde edilen sonuclarla
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paralellik  gostermistir.  Bununla  birlikte  bitkisel
karakterdeki immunostimulanlarin  baliklarda immun
sistemi stimule ettidi ve I0kosit sayisini artirabilecegi
belirtilmistir (23). Yine birgok arastirmaci (24-32) bitkisel
immunostimulanlarin farkli balk tirlerinde nonspesifik
hicresel bagisikhdin 6énemli bir pargasini olusturan
fagositozu arttirdigini ifade etmistir.

Sonug olarak; 50, 100 ve 200 mg dozlarinda ellajik
asit  verilen baliklarda  incelenen hematolojik
parametrelerden eritrosit ve l6kosit sayisi ile hemoglobin
ve  hematokrit  diizeylerinin kontrol  grubuyla
kiyaslandiginda arttigi belirlenmigtir. Elde edilen veriler
ellajk  asidin  baliklarda immunostimilan  olarak
kullanilabilecegini  géstermektedir.  Diger taraftan
belirtilen dozlarda ellajik asit uygulanan gruplarin eritrosit
indekslerinde (MCV, MCH ve MCHC) ise herhangi bir
degisiklik belirlenmemistir. Bu sonug, ellajik asidin pullu
sazanin hematolojik parametreleri Gzerine olan olumlu
etkisini teyit etmistir. Ayrica bu veri ellajik asidin anemiye
sebep olmadigini, ayrica ellajik asit uygulamasinin pullu
sazanda strese yol agmadigini géstermistir. Fakat farkli
balik turlerinde, farkli doz ve sureler igin farkli yéntemler
kullanilarak ellajik asit uygulamasinin sonuglarina ihtiyag
oldugu gérulmektedir.
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