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Gokkusagdi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss, w.)’nda Ari
Poleninin Bazi Immiinolojik Parametrelere Etkisi -

Bu calismada; gokkusagi alabaliginda bazi immiunolojik parametreler (izerine ari poleninin etkisi
arastirildi. Arastirmada; ortalama agirhigr 100£10 g olan toplam 120 adet gdkkusagi alabalig
kullanildi. %1, %2 ve %4 oraninda polen igeren yemler 21 gun sureyle baliklara verildi. Deneme
sonunda baliklardan alinan kan o&rneklerinde hematokrit degder, oksidatif radikal Gretimi
(nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi), total protein ve total immunoglobulin dizeyleri analiz edildi.
Kontrol grubuna gére polen uygulanan gruplarin hematokrit, oksidatif radikal Gretimi, total protein
ve immunoglobiilin diizeylerinde 6nemli bir artis tespit edildi (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, arr poleni, balik, bagisiklik

Effects of Bee Pollen on Some Immunological Parameters in Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss, W.)

In this study, effects of bee pollen on some immunological parameters of rainbow trout (O. mykiss)
were investigated. In the research, total 120 rainbow trout that averagely weighted 100£10 g were
used. Diets containing 1%, 2% and 4% pollen were given to the fish for 21 days. At the end of the
experiment, hematocrit value, oxidative radical production (nitrobluetetrazolium-NBT activity), total
protein, and total immunoglobulin levels were analyzed in blood samples taken from fish. There
was a statistically significant increase in haematocrit level, oxidative radical production, total
protein, and immunoglobulin levels of pollen-treated groups when compared to the control group.

Key Words: Antioxidants, bee pollen, fish, immunity

Girig

Yetigtiriciligin yogun olarak yapildigi yerlerde enfeksiy6z hastaliklar baliklar igin
blayldk bir tehlike olusturmaktadir. Yasadiklari ortamdan dolayl baliklar, bircok
enfeksiyonla dog@al olarak karsilagsmakta, bir balikta baslayan hastalik cok kisa zamanda
digerlerine bulasmakta ve yayllmaktadir (1). Baliklarda gorilen hastaliklarinin tedavisi
icin cesitli kemoterapdtik maddeler uzun zamanlardan beri kullaniimaktadir. Ancak
kemoterapétiklerin  énemli yan etkilerinin olmasi ve bitin enfeksiyonlara karsi
kullanilamamasi bu ilaglarin  kullanimini  sinirlandirmaktadir.  Bu nedenle son
zamanlarda hastaligin gikmasini engelleyecek korunma 6nlemlerinin alinmasi, asilama,
dogal ya da sentetik immunostimulanlarin kullanilabilirligi konusu bir hayli énem
kazanmistir. Dider taraftan yetistiricilik kosullarinin zaman zaman yetersizligi baliklarda
strese neden olmakta bu da bagisiklik sisteminin etkinligini azaltabilmektedir. Bu ylizden
hastalik olusmadan alinacak énlemler biyik 6nem tagimaktadir (1-4).

Polen antibakteriyel, antifungal, antikarsinojenik ve antioksidan 6zelliklere sahip
immunomodulatér yapida bir madde olup, igerdigi besin maddeleri nedeniyle son
zamanlarda oldukga fazla dikkat gekmektedir (5-8). Tohumlar olusmadan 6nce agan
cigeklerin, orta kisminda erkek Ulreme organlarinin basgik bdélimiinde bulunan ve
bitkinin tim kalitsal 6zelliklerini tasiyan, kuguk hicrelerden olusan tozlar polen olarak
isimlendirilmektedir. Cicekli bitkilerin erkek cinsiyet hicreleri olan polen, disi organin
tozlagsmasi gorevini yapar. Arilarin buyumesi ve salgi bezlerinin gelismesi igin gerekli
olan baglica protein kaynagi polendir. Ari Kkolonisinin yavru Uretip devamhhgini
saglamasi ancak polenle mimkin olabilmektedir. Polenler bitkilerin ¢giceklenme
doénemleri boyunca goérilirler ve gicek tozu olarak da adlandirilirlar. Genelde sari renkli
olup kremden siyaha kadar degisen farkh renklerde de olabilirler (9). Polenin yapisinda
esas olarak yilksek oranda protein ve karbonhidrat bulunmakla birlikte yag asitleri,
vitaminler, mineral maddeler, enzimler ve aminoasitler yapilan analizler sonucunda
belirlenmistir. Ayrica polende karotenoidler, steroidler, flavonoidler ve renk maddelerinin
varlig1 da kanitlanmistir (8).

Balik hastaliklari nedeniyle meydana gelen ekonomik kayiplar su drinleri
sektérinin gelisimi  acisindan blylk 6nem tasimaktadir. GuUnumizde balik
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hastaliklarinin bircogunun tedavisi icin halen etkin bir
¢6zim gelistirlememis olmasi ve var olan tedavi
yontemlerinin ise baliklar icin ekstra bir stres kaynagi
olmasi, bilim adamlarini balik hastaliklarina karsi
immunostimulanlarin  kullanimini arastirmaya ve balik
saghgini arttirmaya sevk etmistir (10). Bu arastirmada
immunostimulan 6zellikteki ar1  poleninin  baliklarda
kullanilabilirliginin, baliklara farkli dozlarda oral yolla
verilen ari poleninin bazi immun parametrelere etkisinin
belirlenmesi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Galisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu Baskanlii tarafindan onaylandi (Protokol No:
2014/10-102).

Arastirmada kullanilan ve ortalama agirligr 100+10
g olan 120 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss), yerel bir isletmeden temin edilerek 80 x 75 x 90
cm boyutlarinda 4 farkl fiberglas tanka, her birinde 10
adet olacak sekilde vyerlestirildi. Deneysel calismaya
baslamadan 6nce baliklar hazirlanmig olan bu ortama 15
gin sireyle adapte edildi. Adaptasyon slresince
baliklara giinde iki kere alabildikleri kadar ticari alabalik
yemi verildi.

Calisma 3 tekrarli olarak yuritildu ve her bir tekrar
icin 40 adet olmak Uzere toplamda 120 balik kullanildi.

Arastirmada kestane (Castanea sativa) poleni
kullanildi. Polen &rnekleri, Zonguldak yoéresinde sabit
aricihk yapan aricilardan kestane balinin  Uretim
sezonunda kovanlarin 6niine polen tuzagi takilarak elde
edildi. Polen orneklerinin palinolojik olarak
identifikasyonu Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat
Fakiiltesi'nden Prof. Dr. Sibel SILICI tarafindan yapildi.

Calismada kullanilan polen ornekleri %1, %2 ve
%4 oraninda tartildi ve 1'er litre su igerisinde ¢ozuldi.
Polen iceren yemlerin hazirlanmasi igin, 6zel bir
firmadan (Ecobio, Cagatay Yem, Tirkiye) alinan pelet
yemler 6nce toz haline getirildi. Toz haline getirilen
yemler polen iceren 1'er litrelik sularla hamur haline
getirildi. Hamur haline getirilen karisim  kiyma
makinesinden gecirilerek pelet haline donusturuldd.
Hazirlanan peletler tepsilere yerlestirilip yem firininda
kurutuldu. Yemler sogutulduktan sonra, kullanilincaya
kadar koyu renkli cam muhafaza kaplar igerisinde ve
4°C’de muhafaza edildi (3, 4).

Adaptasyon suresi sonunda baliklar asagidaki gibi
4 farkli gruba ayrildi.

K: Kontrol grubu; polen igcermeyen ticari yemin
uygulandigi grup

D1: %1 oraninda polen ilave edilen yemin
uygulandigi grup.

D2: %2 oraninda polen ilave edilen yemin
uygulandigi grup.

D3: %4 oraninda polen ilave edilen yemin
uygulandigi grup.
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Yemler 21 gin sureyle uygulandi ve bu slrenin
sonunda benzocain (25 mg/L) ile anestezi edilen
baliklar, kan 6rneklerinin alinmasi igin kavdal pedinkul
bélgesinden ensize edildi. Kan Ornekleri EDTA'li
antikoagulant tuplere dolduruldu.

EDTA'lI tiplere alinan kan 6rneklerinde hematokrit
deger (Ht) (11) ve oksidatif radikal Uretimi
(nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) (12) belirlendikten
sonra plazmalari gikarildi. Bunun igin kan érnekleri 3500
rpom'de 10 dakika santrifuj edildi. Plazmada total protein
(TP) (12) ve total immunoglobulin (TI) (12) duzeyleri
belirlendi.

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 22.0 istatistik programi kullanilarak
gercgeklestirildi. incelenen immunolojik parametrelerde
meydana gelen degisimler Shapiro-Wilk normallik
testinden sonra tek yonli varyans analizi (ONEWAY —
ANOVA) ile incelendi. Coklu karsilastirmalar icin Tukey
post hoc testi kullanildi.

Bulgular

Kontrol grubu baliklariyla farkli oranlarda polen
iceren yemlerin uygulandigi baliklarin Ht, NBT, TP ve TI
dizeylerindeki degisimler Tablo 1’de gosterilmistir.

Kontrol grubuna gére her Gi¢c deneme grubunda da
Ht'nin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde arttigi belirlendi
(P<0.05). Bu artigin kontrol grubuna gére D1, D2 ve D3
deneme gruplarinda sirasiyla %13.65, %17.44 ve
%19.89 dlzeyinde oldugu saptandi. Yalniz polen
uygulanan D1, D2 ve D3 gruplari karsilastiriidiginda D3
grubunun Ht degerinin D1 grubundan farkli oldugu
belirlendi (P<0.05).

Kontrol grubuna gére her G¢ deneme grubunda da
NBT aktivitesinin istatistiksel olarak 6énemli dizeyde
arttigi belirlendi (P<0.05). Bu artis kontrol grubuna gére
D1, D2 ve D3 deneme gruplarinda sirasiyla %14.10,
%20.71 ve %21.17 olarak saptandi. Yalniz polenin
uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplari karsilastiriidiginda D2
ve D3 gruplarinin NBT aktivitelerinin D1 grubundan farkli
oldugu gorildi (P<0.05).

Kontrol grubuna gére her t¢ deneme grubunda da
TP duzeyinin istatistiksel olarak énemli diizeyde arttig
belirlendi (P<0.05). Bu artigin kontrol grubuna goére D1,
D2 ve D3 deneme gruplarinda sirasiyla %13.45, %15.69
ve %14.57 diizeyinde oldugu goruldi. Yalniz polen
uygulanan D1, D2 ve D3 gruplarinin TP duzeyleri
arasinda istatistiksel herhangi bir farklilik belilenmedi
(P>0.05).

Kontrol grubuna gére her li¢ deneme grubunda da
Tl dizeyinin istatistiksel olarak 6nemli dizeyde arttig
belirlendi (P<0.05). Bu artigin kontrol grubuna gére D1,
D2 ve D3 deneme gruplarinda sirasiyla %25.70, %32.35
ve %35.16 dizeyinde oldugu saptandi. Yalniz polenin
uygulandigi D1, D2 ve D3 gruplari karsilastiriidiginda D2
ve D3 gruplarinin Tl dizeylerinin D1 grubundan farkli
oldugu gorildi (P<0.05).
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Tablo 1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda Ht, NBT, TP ve Tl diizeyleri (Ortalama % standart hata)

Deneme Gruplari

K D1 D2 D3
Ht (%) 33.45 + 3.84° 38.74 + 4.19° 40.52 + 5.20% 41.76 + 4.47°
NBT (mg/mL) 1.34+0.11° 1.56 + 0.14° 1.69+0.17% 1.70 £ 0.15%
TP (mg/mL) 36.86 + 3.41° 42.59 + 4.53° 4372 +510° 43.15+4.91°
TI (mg/mL) 21.24 + 3.75° 28.59 +4.81° 31.40 £4.22° 32.76 + 5.68°

K: Kontrol grubu; D1: %1 oraninda polen verilen grup; D2: %2 oraninda polen verilen grup, D3: %4 oraninda polen verilen grup.
ab.cd Ayni satirda yer alan farkli harfler tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.05).

Tartigsma

Ht ballk saghgr hakkinda ipuglar vermektedir.
Buna bagli olarak beslenme yetersizligi ve hastaliklarin
daima duisuk Ht ile iligkili oldugu dustnilmektedir (13,
14). Bu galismada sirasiyla %1, %2 ve %4 oraninda
polen uygulanan D1, D2 ve D3 gruplarinda Htler
sirasiyla 38.74+4.19, 40.52+5.20 ve 41.76+4.47 olarak
belirenmis ve bu degerlerin kontrol grubundan
(33.45+3.84) farkli oldugu saptanmistir. Benzer bir sonug
El-Asely ve ark. (15) tarafindan tilapia (Oreochromis
niloticus)'larda elde edilmis, sirasiyla %1, %2.5 ve %4
oraninda polen iceren yemlerin uygulandigi tim
gruplarda Ht denemenin 10., 20. ve 30. gunlerinde
istatistiksel olarak 6nemli oranda arttig1 gortimastur.

Balikta fagositoz, bakteri, virlis ve parazit gibi
patojenik etkenlere karsi nonspesifik immun direncin en
onemli mekanizmasini olusturur. Kemotaksis,
opsonizasyon, absorpsiyon, intraseliler yikim ve
sindirim gibi birgok safhada gerceklesen fagositozda
makrofajlar ve polimorfniikleer I6kositler birinci derecede
gbrev alirlar. Bu hdicrelerin  aksiyon mekanizmasi
respiratory burst (solunum patlamasi) sirasinda reaktif
oksijen turlerinin Uretilmesidir. NBT testi kullanilarak
belirlenen nétrofillerin oksidatif radikal Gretimi nétrofillerin
fagositik aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan bir testtir
(16). Bu calismada polen uygulamasiyla NBT
aktivitesinin bir baska ifadeyle noétrofillerin  oksidatif
radikal Uretiminin arttidi tespit edilmistir. Benzer sekilde
El-Asely ve ark. (15) tarafindan tilapia (Oreochromis
niloticus)'larda yapilmig bir ¢calismada, polen uygulanan
baliklarin fagositik hiicre (nétrofii ve monositler)
sayisinin denemenin 10 guninde istatistiksel olarak
6nemli oranda arttigi belirlenmigtir. In vivo olarak
enjeksiyonla 5 mg, yemle 0.1 ve 10 g kg'1 propolisin su
ve etanolik ekstraktinin verildigi cipura baliklarinin
hicresel ve humoral immun yanitindaki degisimlerin
arastinldig1 bir calismada da (17) fagosit ylUzdesinin
arttigi gortlmustir. Benzer sekilde ayni balk tirine
propolisin etanolik ekstraktinin enjekte edilmesiyle
fagositik aktivitenin arttigi belilenmistir (18). Mise Yonar
ve ark. (19) tarafindan yapilan ¢alismada da 10 mg/kg
balik dozunda ve 10 gulin slreyle propolis uygulamasinin
sazanlarda NBT aktivitesini arttirdigi  bulunmustur.
Baliklarda nonspesifik immun cevabin,
immunostimulanlarin kullaniimasi sonucunda fagositik
hicrelerin sayisinin artmasiyla ya da reaktif oksijen
tirlerinin  Uretilmesi  neticesinde aktive olmasiyla
artabilecegi belirtilmistir (20). Bu bilgi bu ¢calismada NBT
aktivitesinde belirlenen artigla da teyit edilmigtir. Diger

10

taraftan farkli immunostimulan maddeler kullanilarak
yapilan dnceki galismalarda da NBT aktivitesinde artiglar
belirlenmistir.  Ornegin gliclii bir antioksidan ve
immunostimulan olan ayrica yapisindaki bilegiklerle
polene benzerlik gdsteren spirulina (Spirulina platensis)
ile beslenen tilapialarda NBT aktivitesinin arttigi
g6zlemlenmistir (21). Bu artis hem yem hem de
enjeksiyonla 200, 400 ve 800 mg/kg balik dozunda

spirulina verilen gokkusagdi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)'nda da kaydedilmigtir.
Toplam plazma proteini nonspesifik immun

sistemin humoral unsuru olarak kabul edilmektedir (22).
Dogal olarak bulunan, bitkisel karakterdeki farkli
immnustimulanlarin  baliklarin total protein dizeyine
etkisinin arastirildigi bazi galigmalar yapiimigtir. Ornegin
Immanuel ve ark. (23) dort farkl bitkisel tibbi ekstraktin
tilapialarin (Oreochromis mossambicus), Das ve ark.
(24) ise feslegenin (Ocimum sanctum) Lobeo rohita turl
baliklarin total protein duzeyine etkisini arastirmislardir.
Her iki arastirmada da bu parametrenin bitkisel ekstrakt
uygulamasiyla artti§i belirlenmistir. Benzer sekilde,
Dugenci ve ark. (25) Okseotu, 1sirgan otu ve zencefilden
elde edilen Ug farkli bitkisel ekstraktin yemle uygulandigi
gOkkusag! alabaliginda plazma protein diizeyinin kontrol
baliklarindan yuksek g¢iktigini ifade etmislerdir. Diger
taraftan polen kullanilarak yapilan bir calismada %1,
%2.5 ve %4 oraninda polen iceren yemlerin uygulandigi
tilapia (Oreochromis niloticus)'larin total plasma protein
diizeyinin, denemenin 10. giiniinde %2.5 oraninda polen
uygulanan grupta, denemenin 20. giniinde ise %2.5 ve
%4 oraninda polen uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak o6nemli oranda arttigi goérdimastar (15). Bu
calismada sirasiyla %1, %2 ve %4 oraninda polen
uygulanan D1, D2 ve D3 gruplarinda total protein
dizeylerinin kontrol grubuna goére arttiy1 saptanmigtir. Bu
sonu¢ yukarida adi gegen ve farkh  dogal
immunostimulanlar kullanan arastirmacilarin bulgulariyla
paralel bulunmustur.

Baliklarda spesifik savunma mekanizmalarinin en
onemli elemanlarini immunoglobdulinler olugturmaktadir.
Bilindigi gibi antikorlar; vicudun antijenik uyarimlan
sonucu plazma hicreleri tarafindan sentezlenen ve
antjenlerle birleserek reaksiyon verebilen glikoprotein
karakterindeki ~ molekdiller olup B  lenfositlerin
baskalasmasi ile ortaya gikar (26, 27). ispir ve Dériicii
(28), intraperitoneal enjeksiyonla levamisol uyguladiklari
gOkkusag alabaliklarinda, antikor diizeyini denemenin
3., 7., 10. ve 14. gunlerinde kontrol baliklarindan ylksek
bulmuslardir. Yine Siwicki ve ark. (12) farkh
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immunostimulanlari yemle oral olarak uyguladiklari
alabaliklardaki antikor duzeyinin kontrol grubundan
yuksek oldugunu belirlemiglerdir. Cipura baliklarinin
immunoglobulin M dizeyinin vitamin A, kitin, levamisol
gibi  immunostimulanlarin  uygulanmasiyla  kontrol
baliklarina goére 6nemli oranda arttigi ifade edilmigtir
(29). Arilarin kendilerini soguktan ve hastaliklardan
korumak icin yaprak, tomurcuk, dal ve agac¢
kabuklarindan topladigi recinemsi karakterdeki
propolisin oral ve enjeksiyonla uygulandigi bir calismada
ise total immunoglobulin diizeyinin arttigi
g6zlemlenmistir (30). Bu ¢alismada da bir ar1 Grlinu olan
polenin, oral yolla immunostimulan olarak verildigi
alabaliklarin total immunoglobulin dizeyinde istatistiksel
olarak 6nemli bir artis belirlenmigtir. Diger taraftan
Puangkaew ve ark. (31), doymamis yagd asitlerinin
gOkkusagl alabahdinda antikor duzeyini etkiledigini
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saptamistir. Bu c¢alismada da antikor dizeyinde
belirlenen artisin nedeni polenin yapisindaki yag asitleri
olabilir.

Sonug¢ olarak, polenin alabaliklarin bazi immun
parametrelerini olumlu yénde etkiledigi tespit edilmistir.
Bu sonu¢ polenin immunostimulan olarak baliklara
verilebilecedini gbéstermektedir. Ancak baska balik
turlerinde farkli doz ve surelerde polen uygulamalarinin
sonuglarina ihtiya¢ oldugu goérilmektedir.
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