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Ozet: Bu galismada; farkli su sicakliklar1 uygulanmis pullu sazan (Cyprinus carpio carpio)' da malaondialdehit
(MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi ile glutatyon-S-transferaz (GST) enzim aktivitesine propolisin etkisi
arastirildi. Baliklar 20, 24 ve 28 °C’de tutuldu ve propolis (10 mg kg™ yem) bu baliklara uygulandi. 24 °C’de
tutulan baliklar kontrol grubu olarak sec¢ildi. Uygulama 10 giin devam etti ve bu siirenin sonunda baliklardan
karaciger ve bobrek ornekleri alindi. 20 °C ve 28 °C' deki baliklarin MDA diizeyinin 6nemli oranda arttigi, GSH
diizeyi ile GST aktivitesinin diistiigii tespit edildi (P < 0.05). Bu gruplarda propolis uygulamasiyla MDA
diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diistiigi (P < 0.05), GSH diizeyi ile GST aktivitesinin 6nemli
oranda yiikseldigi belirlendi (P < 0.05).

Anahtar Kelimeler: Balik, propolis, oksidatif stres, antioksidan sistem, sicaklik

The Effect of Propolis on Some Antioxidant Parameters in Liver and Kidney of Scaly Carp (Cyprinus
carpio carpio Linnaeus, 1758) Raised at Different Water Temperatures

Abstract: In this study, it was investigated the effect of propolis on malaondialdehit (MDA) and glutathione
(GSH) levels and glutathione-S-transferase (GST) activity in scaly carp (Cyprinus carpio carpio) applied
different water temperatures. The fish were maintained at 20, 24 and 28 ° C and propolis (10 mg propolis/kg
diet) was administered to these fish. The fish maintained at 24 ° C were selected as control group. Treatment was
continued for 10 days, and at the end of this period, liver and kidney samples were obtained from fish. The MDA
level of fish at 20 and 28 ° C was significantly increased, while the GSH level and GST activity were
significantly decreased (p<0.05). The GST activity and the GSH level were significantly increased with propolis
administration in these groups, while the MDA level was significantly decreased (p<0.05).

Keywords: Fish, propolis, oxidative stress, antioxidant system, temperature.

zayiflatarak veya radikal olusumuna yol agarak

Giris

Balik yetistiriciligi, diinyada hizla gelisen ve 6nem
kazanan bir endiistri kolu haline gelmistir. Ancak
disaridan alinan pestisitler, agir metaller, sicaklik
degisimleri, diyet tipleri, oksijen miktari, parazitler
ve farkli c¢evresel nedenler balikta serbest
radikallerin sebep oldugu oksidatif stresin
artmasina dolayisiyla da ekonomik kayiplara yol
agcmaktadir. Su sicakligi baliklarin  yasamini,
biliytimesini, beslenmesini ve diger bir¢ok fizyolojik
fonksiyonlarin1 etkileyen en o6nemli faktdrlerden
biridir (Lou ve ark., 2011). Yiiksek sicaklik (Parihar
ve Dubey 1995; Heise ve ark., 2006; Luschchak ve
Bagnyukova 2007) ve disiik sicaklik (Malek ve
ark., 2004; Martinez-Alvarez ve ark., 2005)
baliklarda oksidatif strese yol agmaktadir. Yiiksek
sicaklik  oksijen tiiketimini artirmakta buda
baliklarda oksidatif strese neden olmaktadir. Diger
taraftan  diigiik sicaklik antioksidan  sistemi

oksidatif stresi indiiklemektedir (Lushchak, 2011).
Diger yiiksek omurgali canlilarda oldugu gibi
baliklarda da lipid peroksidayonun bir iiriinii olan
MDA, doymamis yag asitlerinin oksidasyonu
sonucu olusur ve hiicresel bilesenlerde meydana
gelen oksidatif stresin en onemli gostergelerinden
biridir (Morales ve ark., 2004). Biitiin aerobik
organizmalar gibi baliklarda da oksidatif stresi ve
bunlarin meydana getirdigi hasar1 Onlemek i¢in
viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinirler ve enzimatik karakterdeki siiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-PXx), glutatyon-S-transferaz (GST)
ile enzimatik olmayan rediikte glutatyon (GSH), A,
E ve C vitaminleri gibi maddelerden olugurlar
(Dautremepuits ve ark., 2003; Trenzado ve ark.,
2006).

Propolis; yapiskan, kendine 6zgii kokusu olan agik
kahverengiden siyaha kadar rengi degisebilen,
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arilarin  kendilerini soguktan ve hastaliklardan
korumak i¢in yaprak, tomurcuk, dal ve agag
kabuklarindan topladifi reginemsi maddedir.
Propolis antimikrobiyal, antibakteriyel,
antikanserojen, antifungal, antiviral, antitimor,
antiparaziter,  antiprotozoan,  antiinflamatuar,
anestetik, antioksidan, antiseptik 6zelliklere sahip
immiinostimulan yapida bir maddedir (Yonar ve
ark., 2012).

Bu caligmada farkli su sicakliklar1 uygulanan pullu
sazanin karaciger ve bobrek dokusundaki MDA ve
GSH diizeyi ile GST aktivitesine propolisin
etkisinin arastirilmasi amaglanmugtir.

Materyal ve Metot
Balik

Bu caligmada, Keban IX. Bolge Keban Baraji Su
Uriinleri Sube Miidiirliigii' nden temin edilen ve
ortalama agirhign 52,13 £ 521 g olan baliklar
kullanildi. Baliklar 33 x 100 x 60 cm ebatlarinda ve
su sicakligi ayarlanabilir 1siticilarla 24 °C’ ye
ayarlanmis 6 farkli cam akvaryuma yerlestirildi.
Calisma 3 tekrarli olarak yiiriitiildii (her bir tekrar
i¢in 30, toplamda 90 balik).

Propolisin etanolik ekstraktimn hazirlanmasi ve
kimyasal analizi

Caligmada kavak tipi Tiirk propolisi
kullanildi. Propolisin = saflagtirilmast ve kimyasal
analizi Silici ve Kutluca (2005)’ min bildirdigi
metoda gore yapild.

Yemlerin hazirlanmasi ve deneysel plan

Calismada kullanilan propolis 10 mg/kg yem olacak
sekilde tartildi ve daha sonra 6zel bir firmadan
alinan ve toz haline getirilen yemle homojen olarak
karigtirilarak 10 giin boyunca giinde iki kez
baliklarin viicut agirliklarinin % 2’ si oraninda oral
yolla baliklara uygulandi.

Baliklarin yerlestirildigi akvaryumlardan 2' sinin
sicakligi 20 °C’ ye diisiiriiliirken, diger ikisinin ise
28 °C’ ye yiikseltildi. Béylece 20, 24 ve 28 °C su
sicakligina sahip asagidaki gruplara propolis
uygulandi. Sazanlar igin optimum su sicakligi 24 °C
oldugu i¢in (Celikkale, 1994) bu sicakliktaki
baliklar kontrol grubu olarak seg¢ildi.

Grup 1: 20 °C sicaklikta tutulan ve propolis
uygulanmayan baliklar,
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Grup 2: 24 °C sicaklikta tutulan ve propolis
uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

Grup 3: 28 °C sicaklikta tutulan ve propolis
uygulanmayan baliklar,

Grup 4: 20 °C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda propolis verilen baliklar,

Grup 5: 24 °C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda propolis verilen baliklar,

Grup 6: 28 °C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda propolis verilen baliklar.

Calismanin 3. ve 7. giinlerinde akvaryum sulariin
1/3' i sifonlama yapilarak degistirildi. Eksilen sular
daha oOnceden sicakliklari 20, 24 ve 28 °C' ye
ayarlanmis sularla tamamlandi.

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi ve

Biyokimyasal Analizler

Deneme sonunda benzokain ile bayiltilan
baliklardan karaciger ve bdbrek ornekleri alindi.
Homojenatlarim hazirlanmasi igin 6rnekler serum
fizyolojik (% 0,09 NaCl) ile yikandi. iki siizgeg
kagidi arasinda suyu alindiktan sonra %1.15°1ik
KCl iginde 1:10 oraninda sulandirilarak homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlar 50 ml’lik propilen
tiplerde sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4
°C’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
siipernatantlar alindi. Alman 6rneklerin MDA
diizeylerinde meydana gelen degisimler Placer ve
ark. (1966)’ den modifiye edilen yonteme gore
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Dokulardaki GST
aktivitesi Habig (1974)’e gore tayin edildi. GSH
diizeyi Elman (1959) tarafindan bildirilen metotla
saptandi. Protein tayini ise Lowry (1951)’nin
bildirdigi metoda gore belirlendi.

istatistiksel analiz

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 12 paket istatistik programi
kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol ve deneme
grubu baliklarmin  incelenen parametrelerinde
meydana gelen degisimler p<0.05 diizeyinde tek
yonlii varyans analizi (ONEWAY-ANOVA) ile
test edildi.

Sonuglar

Calismada  kullanilan  propolisin ~ kimyasal
analizinde fenolik bilesikleri, organik ve yag
asitlerini, alkol, keton ve terpenleri, hidrokarbon ve
diger bazi bilesikleri ¢esitli oranlarda icerdigi tespit
edildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Aragtirmada kullanilan propolisin gas chromotogrophy-mass spectrometry (GC-MS) kimyasal analizi.

R.T. | Bilesikler | % TIC
Fenolik Bilesikler

27.93 4,5 dimethoxy-(2-propenyl) 2-phenol 1.25
31.06 Pinocembrin 14.75
32.50 5-methoxy-3,7-dihydroxyflavanone 1.57
32.72 5-hydroxy-7-methoxy flavone (tectochrysine) 5.27
33.30 7-dihydroxy-3- methoxyisoflavone 1.34
34.12 Chrysin 7.67
34.84 Galangin 4.90
35.24 4,5-dihydroxy-7-methoxyflavanone 1.08
Organik ve yag asitleri

9.03 Decanoic acid 0.23
13.31 4-pentenoic acid 1.74
20.30 Cinnamic acid 0.29
20.73 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid 1.82
16.74 2-propenoic acid 2.70
20.91 3,4-dimethoxycinnamic acid 3.40
21.78 n-hexadecanoic acid 0.41
22.93 Coumaric acid 0.19
24.71 m-hydroxycinnamic acid 0.88
25.12 9-Octadecanoic acid 2.05
25.49 Octadecanoic acid 0.21
29.16 1,3-benzenedicarboxylic acid 4.62
Alkoller, ketonlar ve terpenler

13.55 Nerolidol 0.39
8.02 2-propen-1-ol 0.21
14.28 Benzenemethanol 0.15
33.91 Chrysophanol 7.49
34.38 5-3,3-dimethyl-cyclohexanone 1.36
8.18 Ethanone 0.21
8.50 3-methoxy acetophenone 0.23
10.85 4H-pyrazolopyrimidin-4-one 7.03
22.37 Oxacyclododeca-6,9-dien-2-one 0.27
24.49 2-Nonadecanone 0.66
15.22 Gamma-eudesmol 0.37
15.66 Beta-eudesmol 0.38
15.71 Alpha-eudesmol 0.59
16.26 Alpha-bisabolol 0.17
22.45 1-Pentanone 0.47
29.72 2-propen-1-one 15.30
28.78 2,3-diphenylcyclopetanone 0.52
Hidrokarbonlar ve diger bilesikler

6.21 Benzofuran 0.73
24.03 6,8 tetradecadiene 0.28
16.81 1-buta-1,3-diene 1.34
27.35 3,6 dimethoxy-2-ethylbenzaldehyde 0.60
27.81 4-pyrimidinamine 0.49
34.68 Heptane-2-propanoate 0.93
36.57 3-cyano-5,6-dimethoxy-2-methylthio-1-indole-1-phenylindole 0.52

RT: Retention time (hafiza zamani), TIC: Total ion current (toplam iyon akist)

Baliklardan ¢alisma sonunda alinan karaciger ve
bobrek dokusunda MDA ve GSH diizeyleri ile GST
enzim aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli
farkliliklar bulundu (p<0.05). Kontrol ve deneme

grubu baliklarinin MDA diizeyindeki degisimler
Tablo 1' de, GSH diizeyindeki degisimler Tablo
2’de ve GST enzim aktivitesindeki degisimler ise
Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki MDA diizeyi (Ortalama + standart sapma, nmol/ g

protein)

Gruplar Karaciger Bobrek

20 °C 437 +0.88° 3.67+0.76°
24 °C (Kontrol) 1.69 + 0.47° 1.54+0.38°
28 °C 3.63+ 1.10° 471 +1.13°
20 °C + Propolis 2.65+0.72° 1.78 £ 0.71°
24 °C + Propolis 1.82 +0.59° 1.70 + 0.68°
28 °C + Propolis 2.50 + 0.66" 1.86 + 0.73°

abeT Ay siitundaki farkl harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Tablo 3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki GSH diizeyi (Ortalama + standart sapma, pmol/g

protein).

Gruplar Karaciger Bobrek

20 °C 24.47 +3.76° 26.67 + 5.20°
24 °C (Kontrol) 3271 + 6.47° 41.13 + 6.72°
28 °C 21.37+5.10° 3022 +4.01°
20 °C + Propolis 30.56 + 6.03% 39.31 + 8.23°
24 °C + Propolis 32.13+7.12° 42.81 +7.59¢
28 °C + Propolis 31.47+4.71° 38.59 + 6.42°

abed Avny siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Tablo 4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin dokularindaki GST aktivitesi (Ortalama + standart sapma,

pmol/dakika/mg protein).

Gruplar Karaciger Bobrek

20 °C 13.19+3.12° 12.13 £2.97°
24 °C (Kontrol) 18.23 +2.96° 20.17 + 4.59¢
28 °C 10.12 £3.22° 1534 +3.72°
20 °C + Propolis 17.24 £ 437 20.98 + 5.32°
24 °C + Propolis 16.21 + 4.86° 19.63 + 4.46°
28 °C + Propolis 18.38+5.11° 16.48 +3.91°

abe@ Ay siitundaki farkl harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Kontrol (24 °C ) grubuna gore 20 °C ve 28 °C' lik
sicakliklarin uygulandigt baliklarda karaciger ve
bobrek dokusundaki MDA diizeyinin 6nemli
diizeyde arttigi, GSH diizeyi ile GST aktivitesinin
distiigii  tespit edildi (p<0.05). Ancak yemle
propolis uygulanan bu gruplarda MDA diizeyinin
istatistiksel olarak onemli diizeyde diistiigi, GSH
diizeyi ile GST enzim aktivitesinin énemli oranda
yiikseldigi belirlendi (p<0.05).

Tartisma

Dogal olarak elde edilen ve yan etkisi bulunmayan
propolisin kimyasal yapisi botanik orjinine gore
degisebilmektedir. Ulkemizde propolisin
tiplendirme ve standardizasyon ¢aligmalar1 son
yillarda hiz kazanmis kestane, kavak ve okaliptus
propolislerinin  kimyasal yapis1 aydinlatilmistir
(Silici ve Kutluca 2005; Katircioglu ve Mercan
2006; Silici ve ark., 2007). Bununla birlikte farkli
kitalarda ve tropik bolgelerdeki propolislerin
botanik kaynagi ve buna bagh olarak kimyasal
yapist olduk¢a degisken olabilmektedir (Bankova
ve ark.,, 2000; Christov ve ark.,, 2005). Bu
calismada kullanilan propolisin kavak tipi 6zellik

gosterdigi tespit edilmis, kimyasal igerigi daha 6nce
kavak propolisinin kimyasal analizinin yapildigt
caligmalarla  benzerlik gdstermigtir.  Nitekim,
fenolik bilesikler, organik ve yag asitleri, alkol,
keton ve terpenler, hidrokarbon ve diger bazi
bilesikler propoliste tespit edilen bilesik gruplaridir.
Bu ¢aligma sonuglart MDA ve GSH diizeyiyle GST
aktivitesindeki degisiklikler dikkate alindiginda
baliklarin 6zellikle optimum araliklar disindaki
cevresel sicakliga olduk¢a duyarlt oldugunu
gostermistir. Optimum sicaklik disindaki degerlerin
baliklarda oksidatif stresi arttirmasi
sicakligimm  hiicresel  fonksiyonlar1  etkiledigini
gostermektedir (Vinagre ve ark., 2012).

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan denge
arasindaki  degisiklikler ~sonucunda meydana
gelmekte ve reaktif oksijen tiirleri lehindeki artislar
oksidatif hasar olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller yiiksek aktivitelerinden dolayr hiicre
zarinda bulunan doymamis yag asitleri ile
etkileserek lipit peroksidasyonu baslatabilmektedir.
Olusan lipit peroksitler kolaylikla yikimlanarak
basta MDA olmak iizere bir¢cok sekonder iiriin
meydana getirebilmektedir (Bird and Draper, 1984;
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Jain, 1988; Bandyopadhyay ve ark., 1999). Bu
calismada kontrol grubuna (24 °C) gore, diisiik (20
°C) ve yiiksek (28 °C) sicakliklarin uygulandigi
baliklarin karaciger ve bobrek dokusunda MDA
diizeyinin énemli oranda arttig tespit edilmistir. Bu
sonug, diisik ve yiiksek sicakliklara birakilan
levreklerde (Dicentrarchus labrax) oksidatif stresin
arttigim1 belirleyen Vinagre ve ark., (2012)' in
sonuglariyla paralel bulunmustur.

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan,
endojen ve enzimatik olmayan, ¢ok dnemli tripeptit
karakterinde bir antioksidandir. Ayrica protein
yapisindaki siilfhidril gruplarimi indirgenmis halde
tutarak pek ¢ok proteinin  ve  enzimin
inaktivasyonunu engellemektedir (Hayes and
McLellan 1999). GST, GSH ile elektrofilik gruplar
tagtyan  bilesikler  arasindaki  konjugasyonu
katalizleyen, bir¢ok farkli ksenobiyotik ve endojen
bilesiklerin detoksifikasyonu ve
biyotransformasyonunda  rol  oynayan, ¢ok
fonksiyonlu faz II enzim ailesinin {iyeleridir
(Hamed ve ark., 2003). Bu c¢aligmada diisiik ve
yiiksek sicakliklarda tutulan baliklarin karaciger ve
bobregindeki GSH diizeyi ve GST aktivitesi kontrol
grubuna gore disik bulunmustur. Lou ve ark.
(2011), Paralichthys olivaceus tiirii baliklarin
karacigerindeki siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin denemenin 13.
ve 19. giinlerinde kontrol grubuna (25 °C) gore 28,
30 ve 32°C' deki gruplarda diistiiglinii saptamustir.
Hwang ve Lin (2002) tarafindan yapilan bir
calismada da benzer sonuglar elde edilmis, 25 °C'
ye (kontrol grubu) kiyasla 35 °C' de tutulan
sazanlarda hepatopankreas ve kas dokusundaki
GSH diizeyinin azaldig1 belirlenmistir. Antioksidan
parametrelerdeki bu azalmanin nedeni sicaklik
farkliliklarin =~ neden  oldugu  antioksidanlarin
denaturasyonu  veya  protein  sentezindeki
bozulmalar olabilir (Heise ve ark., 2006; An ve
Choi, 2009).

Bu arastirma  sonuglarina  gore  sicaklik
farkliliklarinin neden oldugu oksidan/antioksidan
dengedeki  bozukluklar oral yolla propolis
uygulamasiyla ortadan kaldirilmistir. Bu baglamda
propolisin antioksidan kapasiteyi artirarak veya
olusan  radikalleri  inhibe ederek  sicaklik
degisimlerine karsi baligin direncini arttirabilecegi
ve oksidatif stresi engelleyebilecegi, 0Ozellikle
yetistiricilik yapilan yerlerdeki sicaklik
farkliliklarindan kaynaklanan strese kars1 propolisin
antioksidan olarak kullanilabilecegi s6ylenebilir.
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