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Bu caligmada; farkli su sicakliklari uygulanmig pullu sazan (Cyprinus carpio)’da
malaondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi ile glutatyon-S-transferaz (GST)
enzim aktivitesine ¢orek otu yaginin etkisi arastirilmugtir. 20, 24 ve 28°C’ de tutulan
baliklara ¢orek otu yagi (10 mg/kg yem) uygulanmustir. Kontrol grubu olarak 24°C’de
tutulan baliklar secilmistir. Uygulama 10 giin devam etmis ve bu siirenin sonunda
baliklardan karaciger ve bobrek ornekleri alinmistir. Calisma sonucuna gore 20°C ve
28°C’deki baliklarin MDA diizeyinin onemli oranda arttigi, GSH diizeyi ile GST
aktivitesinin diistiigii tespit edilmistir. Bu gruplarda ¢orek otu yagi uygulamasiyla MDA
diizeyinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diistiigii, GSH diizeyi ile GST aktivitesinin
6nemli oranda yiikseldigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, baliklarda sicaklik
farkliliklarindan kaynaklanan strese karsi ¢orek otu yagr antioksidan olarak kullanilabilir.
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In this study, it was investigated the effect of black cumin oil on malondialdehyde
(MDA) and glutathione (GSH) levels and glutathione-S-transferase (GST) activity in
scaly carp (Cyprinus carpio carpio) held at different water temperatures. Black cumin oil
(10 mg/kg feed) were administered to the fish maintained at 20, 24 and 28°C. 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. The MDA level was significantly decreased,
while the GST activity and the GSH level were significantly increased with black cumin
oil administration to these groups. According to the data obtained, black cumin oil may
be used as an antioxidant against the stress caused by temperature differences in fish.
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Giris

Tiim canli organizmalarda oldugu gibi baliklarda da
tim yasamsal faaliyetler sicaklikla etkilenmektedir.
Sicaklik baliklar igin fizyolojik agidan kilit bir rol
oynamaktadir. Su  sicakligit  baliklarn  yasamini,
biiylimesini ve beslenmesini, ovaryum ve yumurta
gelisimini, bagigiklik sisteminin calismasini,
osmoregiilasyonu  ve  diger  bircok  fizyolojik
fonksiyonlarini etkileyen en 6nemli ¢evresel faktorlerden
biridir (Dikel, 2009; Lou ve ark., 2011).

Sazan, diinyada en ¢ok iretilen, iilkemizde hem
yetistiriciligi yapilan hem de dogal olarak genis dagilim
gosteren ayrica laboratuar ortamina kolayca adapte
olabilen &nemli bir balik tiiriidiir. Iliman bolgelerdeki
sicak sularda yasasa da sicakligin 1°C’ ye diistiigii sularda
bile yasamimi devam ettirebilmektedir. 4-30°C sicaklik
araligina kolaylikla adapte olabilen sazanin en iyi gelistigi
sicaklik 24-26°C’dir (Celikkale 2002). Sicakliga karsi
toleranslarmin yiiksek olmasi bu baliklar sicaklikla ilgili
stres ¢alismalarinda dnemli kilmaktadir.

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan
hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
gibi reaktif oksijen tiirlerinin artigt (ROS) ile onlar
detoksifiye eden, antioksidanlarin yetersizligi sonucu
oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif
stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri
hiicre i¢i lipitlerin ¢ift bag igeren gruplarina saldirir ve bir
hidrojen atomu kopararak lipit peroksidasyonunu
baslatirlar. Serbest radikallerin etkileri ile
makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucunda agiga ¢ikan
malondialdehit (MDA) hiicresel bilesenlerde meydana
gelen oksidatif stresin en 6nemli gostergelerinden biridir
(Ozcan ve ark., 2015). Biitiin aerobik organizmalar gibi
baliklarda da oksidatif stresi ve bunlarm meydana
getirdigi hasar1 Onlemek igin viicutta birgok savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri olarak bilinirler ve enzimatik karakterdeki
stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST) ile
enzimatik olmayan rediikte glutatyon (GSH), A, E ve C
vitaminleri gibi maddelerden olusurlar (Dautremepuits ve
ark., 2003; Trenzado ve ark., 2006).

Ranunculuceae familyasina ait olan Nigella sativa
bitkisi eski Misir ve Yunan hekimleri tarafindan bas
agrisi, burun tikanikhigi, dis agrisini tedavi etmek,
bagirsak kurtlarmin dokiilmesini saglamak,
menstriiasyonu diizenlemek ve anne siitlinii arttirmak igin
kullanilmistir. Geleneksel ilag olarak Orta Dogu ve Uzak
Dogu' da halk arasinda uzun siiredir kullanilan ¢orek otu
yaginin  antibakteriyel,  antifungal,  antidiyabetik,
immunomodiilator, antienflamatuar, analjezik, antiviral,
antioksidan ve antihiperlipidemik etkileri bildirilmistir.
Corek otunun etkin maddesi olan timokinonun (TQ)
oksidatif hasara karst koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve
intraselliiler glutatyon (GSH) tiretimini arttirdig kantitatif
olarak saptanmistir (Ahmad ve ark., 2013; Yiinci ve ark.,
2013). Corek otu yaginin baliklardaki etkileri konusunda
birkac calisma yapilmustir. Ornegin Dorucu ve ark. (2009)
alabaliklarda  immun-hematolojik ~ ve  nonspesifik
bagisikliga, Dubakel ve ark. (2012) biiyiime ve kan
glukoz diizeylerine, Awad ve ark. (2013) ise spesifik ve
nonspesifik bagisikliga ¢orek otu yaginm etkilerini
arastirmuglardir.

Farkli balik tiirlerinde su sicakligmin olusturdugu
stresi arastiran birka¢ ¢alisma olmasina ragmen ¢orek otu
yaginin antioksidan etkisini inceleyen herhangi bir
arastirmaya rastlanilmamistir. Bu ¢aligmada farkli su
sicakliklarinda tutulan pullu sazanin karaciger ve bobrek
dokusundaki MDA ve GSH diizeyi ile GST aktivitesine
¢orek otu yaginin etkisinin arastirilmast amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Calismada, Keban Baraji Su Uriinleri Sube
Miidiirliigii' nden temin edilen ve ortalama agirhigi 50 £ 5
g olan toplam 90 balik kullanilmigtir. Baliklar 33 x 100 x
60 cm boyutlarinda ve su sicakligr ayarlanabilir 1siticilarla
24°C’ye  ayarlannms 6 farkli cam  akvaryuma
yerlestirilerek 15 giin siireyle adaptasyonlari saglanmistir.
Caligmada laboratuvar ortamina kolayca adapte olmalart
ve sicakliga karsi toleranslarmin yiiksek olmasi nedeniyle
bu balik tiirli secilmistir. Baliklarin biiyiiklik ve uzunluk
olarak homojen olmasma dikkat edilmis, cinsiyet
farkhilign goz ardi edilmis ve rastgele Ornekleme
yapilmustir.

Adaptasyon siiresinden sonra, baliklarmn yerlestirildigi
akvaryumlardan 2’sinin sicakligi 20°C’ ye diistiriiliirken,
diger ikisinin ise 28°C’ye yiikseltilmistir. Bu islem her iki
saatte bir sicakligin 1°C azaltilmasi/arttirilmasi seklinde
yapilmistir. Boylece 20, 24 ve 28°C su sicakligina sahip
asagidaki gruplar olusturularak ¢érek otu yagi oral yolla
uygulanmustir.

Grup 1: 20°C sicaklikta tutulan ve ¢orek otu yagi
uygulanmayan grup,

Grup 2: 24°C sicaklikta tutulan ve ¢orek otu yagi
uygulanmayan grup (Kontrol grubu),

Grup 3: 28°C sicaklikta tutulan ve ¢orek otu yagi
uygulanmayan grup,

Grup 4: 20°C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda ¢drek otu yagi uygulanan grup,

Grup 5: 24°C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda ¢drek otu yagi uygulanan grup,

Grup 6: 28°C sicaklikta tutulan ve 10 mg/kg yem
oraninda ¢orek otu yagi uygulanan grup.

Calismada kullanilan yemlerinin hazirlanmasi i¢in
¢orek otu yagr 10 mg/kg yem olacak sekilde tartilmig ve
daha sonra 6zel bir firmadan alinan ve toz haline getirilen
yemle homojen olarak karistirilarak 10 giin boyunca
ginde iki kez baliklarm viicut agirliklarinin %2’si
oraninda oral yolla baliklara adlibitum uygulanmistir.
Corek otu yagi saf olarak (%2100) bir eczaneden temin
edilmistir. Corek otu yaginin uygulanan dozu ise Dorucu
ve ark. (2009) referans alinarak belirlenmistir.

Sazanlar igin optimum su sicakligi 22-24°C olarak
belirtilmistir  (Celikkale, 1994). Bu nedenle 24°C
sicaklikta tutulan baliklar kontrol grubu olarak secilmistir.
Calisma sirasinda su sicakliginin ayarlanan seviyelerde
sabit kalarak siireklilik gostermesi igin giinde 4 defa
Ol¢lim yapilmustir.

Caligmanin 3. ve 7. giinlerinde akvaryum sularmimn
1/3’i sifonlama yapilarak degistirilmistir. Eksilen sular
daha onceden sicakliklar1 20, 24 ve 28°C’ye ayarlanmis
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sularla tamamlanmistir. Calisma 3 tekrarli olarak
yiiriitiilmis, her bir tekrar i¢in 30 adet olmak {iizere
toplamda 90 balik kullamlmistir. Firat Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan istenen ve belirlenen
(hayvanin tiirii, sayisi, cinsiyeti, yasi ve agirligi, anestezi
altinda kan alma ve otopsi, istatistiksel olarak deney
gruplarmdaki hayvan sayilari) tiim kurallara uyulmustur.

Deneme sonunda benzokain (25 mg/L) ile bayiltilan
baliklar usuliine uygun sekilde otopsi edilerek (Arda ve
ark., 2005) karaciger ve bobrek ornekleri alinmigtir.
Homojenatlarm  hazirlanmast  igin  6rnekler serum
fizyolojik (%0,09 NaCl) ile yikannmustir. iki siizge¢ kagidi
arasinda suyu alindiktan sonra %1,15°lik KCl iginde 1:10
oraninda sulandirilarak homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerde sogutmali
santrifiijde 3200 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra silipernatantlar alimmigtir.  Alinan
stipernatantlarm MDA diizeylerinde meydana gelen
degisimler Placer ve ark. (1966)’ den modifiye edilen
yonteme gore spektrofotometrik olarak o6lglilmiistiir. GST
aktivitesi Habig ve ark. (1974), GSH diizeyi Ellman
(1959) ve protein tayini ise Lowry ve ark. (1951)” in
bildirdigi metodlara gore belirlenmistir.

Denemede elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS 12 istatistik paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin
incelenen parametrelerinde meydana gelen degisimler
P<0,05 diizeyinde tek yonlii varyans analizi (oneway—
anova) ile test edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Kontrol ve deneme grubu baliklarmin karaciger ve
bobrek MDA diizeylerindeki degisimler Tablo 1' de, GSH
diizeylerindeki degisimler Tablo 2’de ve GST enzim
aktivitelerindeki degisimler ise Tablo 3’de gosterilmistir.

Kontrol (24°C) grubuna gore 20°C ve 28°C’lik
sicakliklarin uygulandigi baliklarin karaciger ve bobrek
dokusundaki MDA diizeylerinin 6nemli oranda arttigi,
GSH diizeyleri ve GST aktivitelerinin ise azaldigi tespit
edilmistir (P<0,05). Buna karsilik 20°C ve 28°C’de ¢orek
otu yagl uygulanan gruplarin MDA diizeylerinin
uygulanmayanlara kiyasla istatistiksel olarak Onemli
diizeyde dustigli, GSH diizeyleriyle GST enzim
aktivitelerinin 6nemli oranda yiikseldigi saptanmistir
(P<0,05). Kontrol (24°C) grubuyla ayn1 sicaklikta tutulan
fakat ¢orek otu yagi uygulanan grubun incelenen tiim
parametrelerinde  kontrol  grubuyla kiyaslandiginda
istatistiksel herhangi bir farklibk belirlenmemistir
(P>0,05).

Yiksek sicaklik (Parihar ve Dubey 1995; Heise ve
ark., 2006; Luschchak ve Bagnyukova 2007) ve diisiik
sicakligin (Malek ve ark., 2004; Martinez-Alvarez ve ark.,
2005)  baliklarda  oksidatif  strese yol  agtifi
bildirilmektedir. Yiiksek sicaklik oksijen tiiketimini
artirmakta buda baliklarda oksidatif strese neden
olmaktadir. Diger taraftan diisiik sicaklik antioksidan
sistemi zayiflatarak veya radikal olusumuna yol agarak
oksidatif stresi indiiklemektedir (Lushchak, 2011).

Diger yiiksek omurgali canlilarda oldugu gibi
baliklarda da lipid peroksidayonun bir {irlinii olan MDA
hiicresel bilesenlerde meydana gelen oksidatif zararin en
onemli gostergesidir (Morales ve ark., 2004). Bu

calismada da oksidatif stresin belirlenmesi i¢in karaciger
ve bobrek dokusunda MDA diizeyindeki degisimler
arastiritlmisg, sonug olarak kontrol grubu (24°C)’na kiyasla
disik (20°C) ve vyiksek (28°C) sicaklikta tutulan
baliklarin karaciger ve bobrek MDA diizeyleri istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde artmistir. Benzer sonuglar diger
bazi galismalardan da (Roche ve Bogé 1996; Hwang ve
Lin 2002; Welker ve Congleton, 2004; Vinagre ve ark.

2012; Mise Yonar ve ark. 2013) elde edilmistir.

Tablo 1 Kontrol ve deneme grubu baliklarinda MDA

diizeyleri (Ortalama + standart hata, nmol/g protein).

Gruplar Karaciger Bobrek
1 4,49 + (,74° 3,92 + 0,637
2 1,88 +0,36% 1,61 £0,29°
3 3,96 + 0,87° 4,60 +1,02°
4 2,78 +0,69° 2,27 +0,50°
5 1,91 +0,71° 1,68 £ 0,69°
6 2,61 +0,62° 1,93 +0,48"

abe8e Aymi siitundaki farkli harfler istatistiksel farki géstermektedir

(P<0,05).

Tablo 2 Kontrol ve deneme grubu baliklarinda GSH

diizeyleri (Ortalama + standart hata, umol/g protein).

Gruplar Karaciger Bobrek
1 23,12 +3,08° 21,61 £4,19°
2 30,19 + 3,66° 38,42 +4,29°
3 20,08 +4,22° 29,45 + 3,26°
4 29,42 +5.22° 34,22 +5,18°
5 31,28 +3,18° 39,93 +6,11°
6 29,55 +3,51° 35,02 +4,31°

abcd Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir

(P<0,05).

Tablo 3 Kontrol ve deneme grubu baliklarinda GST
aktiviteleri (Ortalama =+ standart hata, pmol/dakika/mg

protein).
Gruplar Karaciger Bobrek

1 12,04 + 2,67'3 13,41 + 1,65°
2 16,30 + 2,20° 19,82 +2,29°
3 9,14 + 1,45 16,20 + 1,47°
4 16,33 +2,26° 18,97 + 2,44°
5 17,45 +3,21° 20,38 +1,57°
6 17,78 +2,87° 19,00 +2,32°

a8 Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel farki géstermektedir
(P<0,05).

GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hiicreleri oksidatif hasardan koruyan, enzimatik
olmayan, tripeptit karakterinde, endojen, ¢ok 6nemli bir
antioksidandir. GSH protein yapisindaki siilthidril
gruplarint indirgenmis halde tutarak cogu protein ve
enzimin inaktive olmasini engeller (Hayes ve McLellan,
1999). GST, GSH ile birlikte elektrofilik gruplar tagiyan
bilesikler arasindaki konjugasyonu katalizleyen, bircok
farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin
detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda rol alan,
¢ok fonksiyonlu faz II enzim ailesinin bir iyesidir
(Hamed ve ark., 2003). Bu c¢alismadan elde edilen
sonuclara gore diisik (20°C) ve yiiksek (28°C)
sicakliklarda tutulan fakat ¢orek otu yagi uygulanmayan
baliklarin karaciger ve solungacindaki GSH diizeyi ve
GST aktivitesi, kontrol grubu (24°C)’na gore diisiik
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bulunmustur. Hwang ve Lin (2002) tarafindan yapilan bir
calismada da benzer sonuglar elde edilmis, 25°C’de
tutulanlara  kiyasla ~ 35°C’de  tutulan  sazanlarda
hepatopankreas ve kas dokusundaki GSH diizeyinin
azaldig1 belirlenmistir. Kaur ve ark. (2005), kontrol grubu
(20°C)’ na gore 3 saat i¢in sicakligin 12°C arttirilmasiyla
32°C’de strese sokulmus Channa punctata tiirii baliklarda
GST enzim aktivitesinin karaciger, bobrek ve solungag
dokusunda azaldigini ifade etmislerdir.

Bu calisma sonuglar1 baliklarin &zellikle optimum
araliklar digindaki sicakliklara oldukg¢a duyarli oldugunu
ve optimum aralik digindaki sicakligin baliklarda oksidatif
stresi  indiikledigini, ayrica  sicakligin  hiicresel
fonksiyonlar1 etkiledigini gostermektedir. Bu sonug
Vinagre ve ark. (2012) tarafindan elde edilen sonuglarla
uyum i¢indedir. Diger taraftan bu arastirma sonuglarmna
gore ¢orek otu yagi uygulamasiyla sicaklik farkliliklarinin
yol agtig1 oksidatif stres inhibe edilmistir. Bu inhibisyon
corek otu yaginimn antioksidan etkisiyle (Ramadan ve ark.,
2003) agiklanabilir .

Sonug

Bu arastirma sonuclarina gore sicaklik
farkliliklarindan kaynaklanan oksidatif stres ¢orek otu
yag1 uygulamastyla 6nlenebilir. Corek otu yagiin olusan
radikalleri inhibe ederek sicaklik degisimlerinin yol actifi
oksidatif stresi engelledigi sdylenebilir.  Ozellikle
yetistiricilik  tesislerinde  sicaklik  farkliliklarindan
kaynaklanan strese karsi kolay ve ucuz bir sekilde elde
edilebilen ¢orek otu yaginin antioksidan olarak
kullanilabilecegi, bu sonuglarin diger balik tiirleri i¢in de
bir referans olabilecegi sonucuna varilabilir.
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